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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

,Gewill, wenn es sich nur um unsere Herzen handelt, so hat der Dichter recht gehabt, von
jenen «geheimnisvollen Faden» zu sprechen, die das Leben zerreifit. Aber wahrer noch ist,
daB es unauthorlich zwischen den Wesen, zwischen den Ereignissen neue Faden spinnt und
untereinanderwirrt, dall es sie verdoppelt, um das Gewebe zu stdrken, so daB3 zwischen dem
geringsten Punkt unserer Vergangenheit und allen anderen ein reiches Netz von Erinnerungen

uns nur die Wahl der Verbindungswege 1a63t.*

Marcel Proust, Auf der Suche nach der verlorenen Zeit, 3, Die wiedergefundene Zeit

Fiir Lebewesen, die in komplexen sozialen Systemen leben, bildet das Erlernen und Ab-
rufen von Informationen iiber ein artgleiches Individuum die Grundlage fiir die Entstehung
und Aufrechterhaltung aller sozialen Beziehungen und Bindungen. In Sdugetierpopulationen
dient das Erkennen des sozialen Status und des Verwandtschaftsverhéltnisses der Formierung
von Dominanz-Hierarchien und der Verteidigung des Territoriums und, verkniipft mit dem
Erkennen genereller Charakteristika wie dem Geschlecht oder dem reproduktiven Status,
letztendlich der Erhaltung der Art. Die Untersuchung des sogenannten sozialen Wiedererken-
nungsgedichtnisses an Labornagern bietet einen privilegierten Zugang fiir das Verstindnis
der Natur hoherer Lern- und Gedichtnisprozesse. Dies ist insbesondere von Bedeutung, da
Storungen der dem sozialen Gedichtnis zugrunde liegenden, hirnbiologischen Mechanismen
zu psychiatrischen Erkrankungen wie dem ,,Autismus® oder der ,,Schizophrenie“ beitragen
konnen (Daenen et al., 2002; Hammock & Young, 2006; Gras-Vincendon et al., 2008;
Marwick & Hall, 2008).

1.1 Lernen und Gedachtnis

Die Akquisition neuer Informationen und damit die Aneignung (Enkodierung) neuen
Wissens wird als Lernen bezeichnet und ist der erste geistige Prozess der Gedichtnisbildung.
Das Gedéachtnis ist die Fahigkeit des Nervensystems, gelernte Informationen zu ordnen und zu
modifizieren, zu speichern (Konsolidierung) und im Bedarfsfall wieder abzurufen. Bereits im
19. Jahrhundert klassifizierte Hermann Ebbinghaus (Ebbinghaus, 1885) das Gedéchtnis nicht
nur anhand der Dauer der Abrufbarkeit des Gedéchtnisinhaltes, sondern auch nach der Art des

Abrufens, ob bewusst oder unbewusst. Hinsichtlich der Dauer der Informationsspeicherung
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werden heutzutage drei Geddchtnistypen unterschieden: das sensorische Gedachtnis (wenige
Sekunden), das Kurzzeitgedichtnis (Arbeitsgedédchtnis, Sekunden bis Stunden) und das Lang-
zeitgedidchtnis (bis zu Jahren). Das Kurzzeitgedichtnis besitzt eine begrenzte Speicherkapazi-
tit und ist relativ anfillig fiir Stérungen verursacht beispielsweise durch elektrokonvulsiven
Schock, Schleudertrauma oder Anésthesie. Das Langzeitgedédchtnis wird, je nach Art des Ge-
déchtnisinhaltes, in das prozedurale und das deklarative Gedachtnis unterteilt. Das prozedura-
le (implizite) Gedédchtnis speichert Fertigkeiten (kognitiv und motorisch), Gewohnheiten und
Verhaltensweisen, die auf nichtassoziativen und assoziativen Lernvorgéngen oder auch emo-
tionalen Reaktionen beruhen. Das Abrufen der Inhalte des prozeduralen Gedéichtnisses erfolgt
unbewusst. Das deklarative (explizite) Gedachtnis ist das bewusst abrufbare Gedéchtnis fiir
allgemeine Fakten (semantisches Gedéchtnis) und autobiographische Fakten und Ereignisse
(episodisches Gedéchtnis). Informationen aus dem deklarativen Langzeitgedédchtnis konnen
auf unterschiedliche Art und Weise wieder abgerufen werden. Man unterscheidet dabei die
freie Reproduktion (Recall), bei der Gedichtnisinhalte, fiir die zum Abrufzeitpunkt keine Sti-
muli vorhanden sind, frei rekonstruiert werden, von der Wiedererkennung (Recognition). Fiir
das Wiedererkennen werden Gedéchtnisinhalte mit aktuell vorhandenen Stimuli verglichen.
Dabei spielen zwei unterschiedliche Mechanismen eine Rolle: die ,Erinnerung®
(Recollection) und die ,,.Bekanntheit™ (Familiarity) (siche: Yonelinas, 2001; Eichenbaum et
al., 2007). Das ,,Erinnern® ist ein kontrollierter Prozess bei dem einzelne Stimuli der momen-
tanen Wahrnehmung mit einzelnen Gedéchtnisinhalten (Fakten, Kontext) in Verbindung ge-
bracht werden. Im Gegensatz dazu wird ,,.Bekanntheit“ als ein automatischer Prozess
verstanden und kann auch als ,,Wissen* bezeichnet werden. Auch die im Langzeitgedédchtnis
gespeicherten Inhalte geraten wéhrend des Abrufens in einen labilen Zustand. In diesem Zu-
stand konnen die Informationen entweder erneut gefestigt (rekonsolidiert) oder durch Umler-
nen ,,ausgeloscht werden (Extinktion) (siche: Nader et al., 2000; Nader & Einarsson, 2010).
Gedichtnisinhalte konnen auBlerdem durch einen passiven Verfall oder Interferenzvorgénge
(siche: Wixted, 2004) vergessen werden.

Laut der derzeit gingigen Hypothese werden lang anhaltende Verdnderungen in der
synaptischen Ubertragung, der Effektivitit neuronaler Verbindungen, als zelluldres Korrelat
fiir das Lernen und die Gedichtnisbildung angesehen. Erfahrungen verursachen Anderungen
der Aktivitdt von Neuronen, die dauerhaft zu strukturellen Verdnderungen, einschlieBlich den
Modifikationen von Synapsen (synaptische Plastizitdt), flihren konnen. Daran sind zunéchst
intrazellulare Signaltransduktionskaskaden und Modifikationen existierender synaptischer

Proteine beteiligt. Die Konsolidierung in ein stabiles Langzeitgedédchtnis erfolgt iiber die
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Expression von Genen (Transkription), die Neusynthese von Proteinen (Translation) und
schlussendlich iiber das Wachstum, die Neuentstehung und Verstarkung synaptischer Verbin-
dungen aber auch die Reduktion anderer und fiihrt dauerhaft zur systemischen Konsolidierung
des Gedéachtnisses in den entsprechenden Hirnstrukturen (siehe: Martin et al., 2000).

Aufgrund vieler Studien mit Inhibitoren der Proteinbiosynthese wird inzwischen davon
ausgegangen, dass die De-novo-Proteinbiosynthese die Grundlage fiir die Ausbildung eines
Langzeitgedachtnisses ist (Flood et al., 1973; Squire & Barondes, 1974; Davis & Squire,
1984; Richter et al., 2005; Wanisch et al., 2008; Engelmann, 2009). Jedoch gibt es auch Hin-
weise darauf, dass die Wirkung dieser Substanzen auf die Gedichtniskonsolidierung nicht
(ausschlieBlich) auf die Inhibition der Proteinbiosynthese zuriickzufiihren ist, sondern auch
Nebeneffekte der Substanzen die Konsolidierungsprozesse beeinflussen konnen und damit
zusitzliche Mechanismen der Langzeitgedédchtnisbildung in Betracht gezogen werden miissen
(Routtenberg & Rekart, 2005; Gold, 2006; Rudy et al., 2006; Canal et al., 2007; Routtenberg,
2008).

1.2 Das soziale Wiedererkennungsgedachtnis

1.2.1 Verhaltenstest

Um Erkenntnisse iiber das soziale Wiedererkennungsgedéchtnis, als eine Form des dekla-
rativen Gedéchtnisses, mit Hilfe von Labornagern zu gewinnen, entwickelten Dantzer und
Mitarbeiter (1987) einen auf empirischen Erkenntnissen von Thor und Holloway (1982)
basierenden, simplen Verhaltenstest. Dieser Test beruht auf der intrinsischen Motivation von
Ratten und Méusen, neue Individuen intensiv zu untersuchen und ist daher ein Test einer un-
konditionierten Verhaltensreaktion. Der Test besteht aus zwei Expositionen. Wahrend der
ersten Exposition wird einem adulten Versuchstier fiir einen definierten Zeitraum ein artglei-
ches Jungtier prisentiert. Das wiederholte Zusammenbringen des adulten Versuchstieres mit
demselben Jungtier resultiert in einer Verringerung der Untersuchungszeit. Diese ist nicht auf
eine Habituation an den Présentationsablauf oder die Ermiidung des adulten Versuchstieres
zuriickzufiihren, da die Prédsentation eines neuen Jungtieres wiederum eine intensive und in
der Dauer nicht signifikant von der ersten Exposition unterscheidbaren Untersuchung indu-
ziert (Thor & Holloway, 1982; Dantzer et al., 1988; Kogan et al., 2000). Thor und Holloway
(1982) schlussfolgerten daraus, dass die Untersuchungszeit den Bekanntheitsgrad des Jungtie-
res reflektiert. Ein soziales Gedachtnis flir einen Artgenossen wurde nach der ersten Expositi-

on (Akquisition, Lernen) konsolidiert und wihrend der zweiten Exposition (Test) abgerufen.
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Auf dieser Grundlage entwickelten Engelmann und Mitarbeiter (1995) ihren Verhaltenstest
fiir die Untersuchung der sozialen Diskriminierungsfahigkeit. Die Modifikation des Tests be-
steht darin, dem adulten Versuchstier wihrend der zweiten Exposition gemeinsam mit dem
bekannten ein neues, unbekanntes Jungtier zu priasentieren. Anhand der Dauer der Untersu-
chung an beiden Jungtieren (signifikant kiirzere Untersuchungszeit am bereits wéhrend der
ersten Exposition prasentierten Jungtier bzw. ldngere Untersuchungszeit am neuen Jungtier)
kann ermittelt werden, ob das adulte Versuchstier nicht nur das bekannte Jungtier wiederer-
kennt (ein soziales Gedichtnis gebildet hat), sondern auch zwischen beiden Jungtieren trotz
ihrer generellen gemeinsamen Charakteristika (Art/Stamm, GroBe, Farbe, Alter) unterschei-
den kann, ob die Wiedererkennung also auf einer ,,individuellen Identifizierung beruht. Ein
Vorteil dieses Lernparadigmas besteht darin, dass keine zusdtzlichen Stimuli (z.B. appetitive
oder aversive Stimuli) benétigt werden, um die als Indikator fiir die Gedéichtnisleistung
dienende Verhaltensantwort hervorzurufen (Dantzer et al., 1987; Engelmann et al., 1995).
Dadurch werden bevorzugt die Hirnareale aktiviert, die kritisch in die Generierung des
Wiedererkennungsgedéchtnisses involviert sind. Dies erlaubt die Untersuchung der neurobio-
logischen Grundlagen des sozialen Wiedererkennungsgedéchtnisses ohne die Verarbeitung
von zusitzlichen Stimuli beriicksichtigen zu miissen. Aullerdem ist nur eine relativ kurze und
unkomplizierte Trainingssession notwendig, um das Wiedererkennungsgedéchtnis zu induzie-
ren. Ein weiterer wichtiger Vorteil besteht in der Mdglichkeit, ein Versuchstier wiederholt
und unter verschiedenen Behandlungsbedingungen zu testen (intra-individuelle Kontrolle),
wodurch nicht nur die statistische Aussagekraft der Ergebnisse erhoht wird, sondern auch die
Versuchstierzahlen relativ gering gehalten werden kdnnen.

Das Untersuchungsverhalten wihrend der Expositionen besteht im Wesentlichen aus dem
Schniiffeln und Lecken am Kopf, am Korper aber vor allem am Ano-Genitalbereich des
Stimulusjungtieres wihrend das Versuchstier diesem kontinuierlich nahe folgt und den Kon-
takt hélt (Thor & Holloway, 1982). Dies dient offensichtlich dazu, Informationen iiber die
Identitdt des neuen Artgenossen zu sammeln (Akquisition). Da Nager Makrosmaten sind und
daher der Geruchssinn fiir sie eine wesentliche Rolle spielt, ist die wiahrend des Untersuchens
vorwiegend aufgenommene Information, die individuelle Signatur des Artgenossen, olfaktori-
scher Natur (Bowers & Alexander, 1967; Carr et al., 1976; Sawyer et al., 1984; Matochik,
1988; Popik et al., 1991a). Diese ,olfaktorische Signatur” besteht aus einer komplexen
Mixtur chemischer Substanzen von kleinen volatilen Molekiilen (Schwende et al., 1986) bis

zu grof3en, nicht-volatilen Proteinen (Singh et al., 1987).
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1.2.2 Das olfaktorische System

Die Féhigkeit, sozial-relevante Stimuli aufzunehmen, zu verarbeiten und mit einer adi-
quaten Verhaltensantwort zu reagieren, setzt die Existenz spezialisierter neuronaler Systeme
voraus, welche die Akquisition solcher Stimuli (sensorische Systeme) und die Verkniipfung
so aufgenommener Informationen mit Emotionen ermoglichen und eine Motivation generie-
ren, die letztendlich in das Untersuchungsverhalten miindet. Fiir die Aufnahme sowie die Ver-
arbeitung sozialer Stimuli ist bei Nagern das olfaktorische System verantwortlich. Dieses
besteht bei Nagern und anderen Vertebraten aus zwei neuronalen Subsystemen, dem hauptol-
faktorischen System (HOS) und dem akzessorischen olfaktorischen System (AOS). In der
Nasenhohle befinden sich das Riechepithel (Regio olfactoria) mit den chemosensorischen
Neuronen (Rezeptorzellen, bipolare Neuronen, primdre Sinneszellen) des HOS und das
Vomeronasalorgan (Organum vomeronasale, OVN) mit denen des AOS. Die Sinneszellen des
jeweiligen Systems projizieren entweder in den hauptolfaktorischen Teil (HOB) oder in den
akzessorischen olfaktorischen Teil (AOB) des Riechkolbens (Bulbus olfactorius).

Vom HOB werden die olfaktorischen Informationen an verschiedene Teile des priméren
olfaktorischen Kortex weitergeleitet. Dazu gehoren unter anderem der Nucleus olfactorius
anterior, der Cortex piriformis (Pir), der Cortex entorhinalis und Teile des Nucleus
amygdalae corticalis (NACo). In einer neueren Studie wurde zudem eine direkte Verbindung
zwischen dem HOB und dem Nucleus amygdalae medialis (NAMe) beschrieben (Kang et al.,
2009). Diese Hirnareale sind wiederum mit dem Hypothalamus, weiteren Teilen des limbi-
schen Systems und des Neokortex verbunden (Scalia & Winans, 1975; Gheusi et al., 1994;
Sanchez-Andrade & Kendrick, 2009).

Die Mehrzahl der Efferenzen des AOB projizieren in den NAMe und in Teile des NACo.
Auch der Nucleus interstitialis striae terminalis (NIST) erhédlt Afferenzen direkt aus dem
AOB und aus den kortiko-medialen Kerngebieten der Amygdala (Corpus amygdaloideum;
Scalia & Winans, 1975). Uber diese Kerngebiete des Corpus amygdaloideum und den NIST
erreichen die Projektionen Gebiete des Hypothalamus, darunter die Area praeoptica medialis
(APM), und tiber den NIST und die Nuclei septales den Hippokampus (Li et al., 1990;
Simerly, 1990; Canteras et al., 1995; Cooke et al., 1998; Swanson & Petrovich, 1998; von
Campenhausen & Mori, 2000). Die wichtigsten afferenten und efferenten Verbindungen zwi-

schen den beschriebenen Hirnarealen sind in Abbildung 1 dargestellt.




EINLEITUNG

| — NAMe [*

RO — HOB —— AOB ~— OVN
l_l l ~ NACo [«
Ent [«— Pir |2 [
‘, Sept - NIST |-

APM

Abb. 1:  Wichtige afferente und efferente Verbindungen des hauptolfaktorischen und des akzessorischen
olfaktorischen Systems.

AOB: akzessorischer Teil des Bulbus olfactorius; APM: Area praeoptica medialis; Ent: Cortex
entorhinalis; Hippo: Hippokampus; HOB: hauptolfaktorischer Teil des Bulbus olfactorius; Hypo:
Hypothalamus; NACo: Nucleus amygdalae corticalis; NAMe: Nucleus amygdalae medialis; NIST: Nucleus
interstitialis striae terminalis; NOA: Nucleus olfactorius anterior; OVN: Organum vomeronasale; Pir:
Cortex piriformis; RO: Regio olfactoria; Sept: Nuclei septales (modifiziert nach: Swanson & Petrovich,
1998; Richter et al., 2005; Brennan & Kendrick, 2006; Brennan & Zufall, 2006; Spehr et al., 2006; Baum,
2009)

Grundsitzlich wird davon ausgegangen, dass bei Nagern beide Systeme an der Verarbei-
tung olfaktorischer Stimuli beteiligt sind, diese aber unterschiedliche Funktionen innehaben
(Scalia & Winans, 1975). Demnach werden volatile Duftstoffe vorwiegend durch das HOS
und nicht-volatile, pheromonelle Duftstoffe vorwiegend durch das AOS (Leinders-Zufall et
al., 2000; Dulac & Torello, 2003) detektiert und verarbeitet. Andererseits gibt es vermehrt
Hinweise dafiir, dass sowohl volatile als auch nicht-volatile Stimuli in beiden olfaktorischen
Systemen verarbeitet werden (Meredith, 1991; Gheusi et al., 1994; Sam et al., 2001; Trinh &
Storm, 2003; Restrepo et al., 2004; Xu et al., 2005; Brennan & Zufall, 2006; Spehr et al.,
2006; Kelliher, 2007; Martel & Baum, 2007; Baum & Kelliher, 2009; Keller et al., 2009;
Martel & Baum, 2009; Sanchez-Andrade & Kendrick, 2009; Keller et al., 2010). Beide Sys-
teme bestehen zunéchst aus definierten Hirnarealen und Verarbeitungswegen; auf der Ebene
des Corpus amygdaloideum ist eine funktionelle Differenzierung des NACo als Teil des HOS
und des NAMe (und auch des NIST) als Teil des AOS (Swanson & Petrovich, 1998;
Pitkédnen, 2000) jedoch nicht mehr moglich. Beide Kerngebiete erhalten direkt oder indirekt
Informationen aus beiden olfaktorischen Systemen (Kevetter & Winans, 1981a, b; Licht &
Meredith, 1987; Gomez & Newman, 1992; Cooke et al., 1998; McDonald, 1998; von
Campenhausen & Mori, 2000; Kang et al., 2009, 2011a; Kang et al., 2011b). In den kortiko-

medialen Kerngebieten des Corpus amygdaloideum werden die Informationen beider Systeme
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scheinbar assoziiert und integriert (Meredith, 1998; Keller et al., 2004; Brennan & Kendrick,
2006; Keller et al., 2009).

1.2.3 Grundlagen des sozialen Wiedererkennungsgedachtnisses

Der Test zur Untersuchung des sozialen Wiedererkennungsgedichtnisses und dessen
Modifikationen wurden in den vergangenen Jahren in verschiedenen Laboratorien erfolgreich
angewandt (Popik et al., 1991b; Engelmann et al., 1995; Kogan et al., 2000; Richter et al.,
2005; Squires et al., 2006). Im Jahr 2000 beschrieben Kogan und Mitarbeiter erstmals, dass in
Gruppen gehaltene, méannliche Méuse die Féahigkeit besitzen, ihre Artgenossen bis zu sieben
Tage lang wiederzuerkennen. Im Gegensatz zu Ratten (Dantzer et al., 1987; Noack et al.,
2010) besitzen Maiuse demzufolge die Fidhigkeit, ein soziales Langzeit-
Wiedererkennungsgedéchtnis auszubilden. Zudem zeigten Kogan und Mitarbeiter (2000) mit
Hilfe der systemischen Applikation des Proteinbiosynthese-Inhibitors Anisomycin, dass das
Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis fiir Artgenossen von der Proteinbiosynthese abhidngig
und weiterhin, dass die cyclic AMP responsive element binding protein (CREB)-vermittelte
Transkription fiir die Induktion dieses Langzeitgedidchtnisses wichtig ist. Eine Abhéngigkeit
von der Funktion des Hippokampus wurde in dieser Arbeit jedoch nur fiir das Kurzzeit-
Wiedererkennungsgedéchtnis nachgewiesen.

In einer anderen Studie wurde mittels systemischer Applikation von Anisomycin zu ver-
schiedenen Zeitpunkten wihrend des Tests der sozialen Diskriminierungsfahigkeit an Méusen
demonstriert, dass dem sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnis zwei Phasen der
De-novo-Proteinbiosynthese zugrunde liegen. Die erste Phase beginnt direkt nach der ersten
Exposition, hédlt bis zu drei Stunden an und geht mit der Synthese von c-Fos in distinkten
Hirnarealen einher. Die zweite Phase beginnt sechs Stunden nach der ersten Exposition und
hélt bis zu 15 Stunden an, ist jedoch nicht assoziiert mit einer erhdhten c-Fos-Synthese
(Richter et al., 2005; Wanisch et al., 2008). Engelmann (2009) beschrieb zudem die Vulnera-
bilitdt der Gedichtniskonsolidierung innerhalb kritischer Zeitfenster gegeniiber proaktiven
und retroaktiven Interferenzen. Diese Interferenzphdnomene scheinen mit den Anisomycin-
sensitiven Konsolidierungsprozessen verkniipft zu sein. So wird vermutet, dass das Phdnomen
des derartig provozierten Vergessens auf der Kollision zweier verschiedener Gedichtnis-
spuren und damit eher auf eine Stérung der Gedichtniskonsolidierung als auf dessen Abruf-

barkeit zuriickzufiihren ist.
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1.2.4 Der NAMe und das soziale Wiedererkennungsgedachtnis

Wie bereits erwihnt, scheint die Verarbeitung der ,,olfaktorischen Signatur® des Artge-
nossen mit dem Entstehen einer komplexen neurochemischen Signatur in distinkten Hirnarea-
len des hauptolfaktorischen (HOB, Pir, NACo) und des akzessorischen olfaktorischen
Systems (MOB, NIST, APM, NAMe) assoziiert zu sein. In diesen Hirnarealen wird durch die
»olfaktorische Signatur eines Artgenossen die c-Fos-Synthese wihrend der ersten kritischen
Phase der Proteinbiosynthese aktiviert (Ferguson et al., 2001; Richter et al., 2005) — darunter
insbesondere auch im NAMe, welcher ein mutmaBlich an der olfaktorischen Musterbildung
kritisch involviertes Hirnareal ist.

Die beiden Neuropeptide Vasopressin und Oxytocin sind nachweislich von grofler Be-
deutung fiir das soziale Wiedererkennungsgedichtnis von Nagern. Untersuchungen iiber ihre
Bedeutung liefern aulerdem Hinweise fiir die des NAMe. Vasopressin moduliert das soziale
Wiedererkennungsgedéchtnis mannlicher Méuse wie folgt: Direkt nach der ersten Jungtier-
exposition systemisch appliziertes Vasopressin verldngert die Dauer der Aufrechterhaltung
des Wiedererkennungsgedéchtnisses, wohingegen die Injektion eines Vasopressin (V1)-
Rezeptor-Antagonisten die Ausbildung des sozialen Wiedererkennungsgeddchtnisses
blockiert (Bluthe et al., 1993). Offensichtlich scheint endogenes Vasopressin wichtig fiir die
(Kurzzeit-)Speicherung des sozialen Gedéchtnisses zu sein (Dantzer et al., 1987; Le Moal et
al., 1987; Bluthe et al., 1993). Weiterhin wurde beschrieben, dass Vasopressin (V1a und
V1b)-Rezeptor-knock-out-Méuse Defizite in ihrer Fahigkeit zur sozialen Wiedererkennung
zeigen (Wersinger et al., 2002; Bielsky et al., 2004). Uberwiegend an Ratten wurde demonst-
riert, dass dabei vor allem die Androgen-abhéngigen, vasopressinergen Neuronen, welche
vom NAMe und vom NIST in den Nucleus septalis lateralis (NSL) projizieren, von entschei-
dender Bedeutung sind (Buijs et al., 1978; Caffe & van Leeuwen, 1983; de Vries & Buijs,
1983; van Leeuwen & Caffe, 1983; Caffe et al., 1987; Dantzer et al., 1988; Mayes et al.,
1988; Engelmann & Landgraf, 1994; Landgraf et al., 1995; van Wimersma Greidanus &
Maigret, 1996; Everts & Koolhaas, 1997; de Vries & Miller, 1998). Die Wirkung des im
NAMe und im NIST synthetisierten Vasopressins an V1a-Rezeptoren im NSL ist bei Miusen
notwendig und ausreichend fiir die soziale Wiedererkennung; eine Aktivierung der Vla-
Rezeptoren im NAMe ist dafiir jedoch nicht erforderlich (Bielsky et al., 2005).

Die Hypothese einer essentiellen Beteiligung des NAMe am sozialen Wiedererkennungs-
gedichtnis erhilt ganz wesentliche Unterstiitzung durch die Beobachtung, dass Oxytocin,
speziell im Oxytocin-Rezeptor-reichen NAMe (Insel et al., 1993), eine wichtige Rolle

wiéhrend der frithen Verarbeitung (Akquisition) von ,olfaktorischen Signaturen spielt
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(Ferguson et al., 2000; Ferguson et al., 2001). Oxytocin-knock-out (OTKO)-Méuse bzw.
Wildtyp-Mause (und C57B1/6 Méuse), denen ein Oxytocin-Antagonist intrazerebroventrikuldr
injiziert wurde, sind nicht in der Lage, ein soziales Kurzzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis
auszubilden (Ferguson et al., 2000; Choleris et al., 2003; Choleris et al., 2006; Samuelsen &
Meredith, 2011). OTKO-Maiuse erhalten die Féhigkeit zur sozialen Wiedererkennung, wenn
thnen Oxytocin intrazerebroventrikuldr direkt vor der ersten Jungtierexposition, jedoch nicht,
wenn es nach der ersten Jungtierexposition injiziert wird (Ferguson et al., 2000; Ferguson et
al., 2001). Die ,olfaktorische Signatur eines Jungtiers induziert die c-Fos-Synthese im
NAMe von Wildtyp-Méusen, nicht jedoch in dem von OTKO-Méusen. OTKO-M4iuse sind
nach der bilateralen Injektion von Oxytocin in den NAMe direkt vor der ersten Jungtier-
exposition zur sozialen Wiedererkennung in der Lage. Die lokale, bilaterale Injektion eines
Oxytocin-Rezeptor-Antagonisten in den NAMe von minnlichen Wildtypmiusen direkt vor
der ersten Exposition verhinderte die Ausbildung des Wiedererkennungsgedichtnisses
(Ferguson et al., 2001). Auch bei weiblichen Médusen wurde eine Bedeutung der Oxytocin-
Rezeptoren im NAMe fiir die soziale Wiedererkennung bestétigt (Choleris et al., 2007). Bei
Schafen induziert die Geburt eines Lammes eine vermehrte Oxytocin-mRNA-Expression
unter anderem in Teilen des olfaktorischen Systems, darunter auch der NAMe (Broad et al.,
1999). Die temporédre Inaktivierung des NACo oder des NAMe von Mutterschafen resultierte
in beiden Fillen in dem Verlust der Fihigkeit, das eigene Lamm wiederzuerkennen, wobei
diese Hirnareale scheinbar vor allem fiir die Geddchtnisbildung wichtig sind (Keller et al.,
2004).

Der NAMe von Maéusen ist zudem beteiligt an der unterschiedlichen Verarbeitung der
olfaktorischen Stimuli eines bekannten versus eines unbekannten Sexualpartners im Zusam-
menhang mit dem Bruce-Effekt (Halem et al., 2001; Binns & Brennan, 2005). Am Gold-
hamster und an Méusen wurde gezeigt, dass die c-Fos-Synthese im NAMe nach der Prisenta-
tion sozial relevanter Stimuli von Artgenossen (Urin, Flankendriisen-Sekret, Scheidensekret,
Kifig eines Artgenossen) erhoht ist (Meredith & Westberry, 2004; Samuelsen & Meredith,
2009a; Maras & Petrulis, 2010). Der NAMe spielt beim Goldhamster offenbar eine wichtige
Rolle fiir die Analyse sozialer Stimuli wiahrend der Verarbeitung olfaktorischer Informationen
iiber das Stimulusgeschlecht (Petrulis, 2009). Weiterhin wurde beschrieben, dass Lisionen
des Corpus amygdaloideum (einschlieBlich des NAMe) von neugeborenen Ratten in einem
abnormen Sozialverhalten resultierten, welches noch im Erwachsenenalter beobachtet werden
konnte (Daenen et al., 2002). Vermutlich sind der NACo und der NAMe auch bei Ratten fiir

die soziale Wiedererkennung von Bedeutung (Maaswinkel et al., 1996). Dariiber hinaus
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geben auch Studien am Menschen Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung des Corpus
amygdaloideum an der Verarbeitung sozialer Informationen: Bei Patienten mit ,,Autismus®
wurden Verdnderungen in der Anatomie und Aktivitdt des Corpus amygdaloideum und Defi-
zite im Wiedererkennungsgedachtnis fiir Gesichter nachgewiesen (Aylward et al., 1999;
Baron-Cohen et al., 2000; Critchley et al., 2000; Howard et al., 2000).

Es gibt somit eine Reihe von Befunden zur Bedeutung definierter Neuromodulator-
Systeme und Hirnareale fiir das soziale Wiedererkennungsgedichtnis, die mit Hilfe von
permanenten Knock-outs, permanenten Lasionen aber auch lokalen Injektionen von Rezeptor-
Agonisten und -Antagonisten gewonnen wurden. Jedoch erfolgten fast alle Studien unter An-
wendung von Tests iiber das Kurzzeitgedédchtnis. Die Kombination des Verhaltenstests auf die
soziale Diskriminierungsfahigkeit an Médusen mit temporéren, lokalen Inhibitionen erlaubt die
Untersuchung  der  neurobiologischen = Grundlagen  des  sozialen  Langzeit-

Wiedererkennungsgedéchtnisses, liber welches bislang nur wenig bekannt ist.

1.3 Experimentelle Werkzeuge

1.3.1 Substanzen

Die Inaktivierung von Hirnarealen und die Untersuchung der als Konsequenz beispiels-
weise in Verhaltenstests entstechenden Verdanderungen sind wichtige Werkzeuge fiir die Unter-
suchung der Funktion distinkter Hirnareale. Diese Inaktivierung kann sowohl durch chemisch
oder operativ verursachte permanente Lisionen als auch durch temporidre Blockaden der
Informationsiibertragung (Weiterleitung von Aktionspotentialen, synaptische Ubertragung)
bzw. Informationsverarbeitung erfolgen. Temporire Blockaden haben viele Vorteile gegen-
iiber permanenten Lésionen. Sie sind reversibel, wodurch mit ihrer Hilfe auch die zeitliche
Komponente von relevanten Prozessen innerhalb der inhibierten Hirnareale untersucht werden
kann. Zudem sind dadurch keine kompensatorischen Plastizititsmechanismen zu erwarten.
Nach dem Abklingen temporérer Blockaden ist es auBerdem moglich, die Funktion der unter-
suchten Hirnareale zu kontrollieren und damit sicherzustellen, dass Verdnderungen im Ver-
halten wiahrend der Blockade ausschlieBlich durch diese bedingt wurden. Je nach
Fragestellung ist bei der Wahl der spezifischen Substanzen die Art und Dauer ihrer Wirkung
und ihre Reichweite (Diffusion) im Hirngewebe zu berlicksichtigen. Dabei ist sowohl die
Diffusion der Substanzen als auch ihre Wirkungsdauer abhingig von der verwendeten

Konzentration, der Grofle der Substanzmolekiile, ihrer Bindungsstirke an Rezeptoren oder
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Kanile, ihrem Umsatz (Verstoffwechselung), vom Widerstand (Dichte) des Gewebes und
vom Injektionsdruck bzw. —volumen.

Substanzen, die sich durch ihre reversiblen Inaktivierungseigenschaften zur Untersu-
chung der Beteiligung lokaler Hirnareale wihrend verschiedener Stadien von Lern- und
Gedichtnisvorgidngen eignen und daher im Rahmen dieser Dissertation eingesetzt wurden,

werden im Folgenden beschrieben.

1.3.1.1 Lidocain

Lidocain (2-Diethylamino-N-(2,6-dimethylphenyl)acetamid) blockiert spannungsabhén-
gige Natriumkanéle (Hille, 1966) und hemmt damit die Entstehung und Weiterleitung von
Aktionspotentialen an den Membranen von Neuronen. Lidocain inaktiviert dabei an der inji-
zierten Stelle sowohl die Zellkorper als auch die durchziehenden Axonen (Malpeli, 1999;
Martin & Ghez, 1999). Geringe Lidocain-Konzentrationen (10 — 40 pg) in kleinen Injektions-
volumina (0,5 — 4 ul) inaktivieren ein Gebiet mit einer mittleren Distanz von ein bis zwei
Millimetern ausgehend von der Injektionsstelle (Albert & Madryga, 1980; Sandkuhler et al.,
1987; Martin, 1991; Fenton & Bures, 1994; Tehovnik & Sommer, 1997; Boehnke &
Rasmusson, 2001). Die Wirkung setzt innerhalb von zwei bis drei Minuten ein, erreicht nach
zehn bis 20 Minuten ihr Maximum (Sandkuhler et al., 1987; Martin, 1991) und ist je nach
injizierter Konzentration nach 20 bis 60 Minuten abgeklungen (Malpeli & Schiller, 1979;
Martin, 1991; Tehovnik & Sommer, 1997; Boehnke & Rasmusson, 2001). Die Injektion von
10 pg Lidocain bewirkt eine zehn- bis 20-prozentige funktionelle Inhibition (Pereira de

Vasconcelos et al., 2006).

1.3.1.2 Muscimol

Muscimol (5-(aminomethyl)-isoxazol-3-o0l) ist ein Gamma-Amminobuttersdure (GABA)-
Rezeptor-Agonist, der liberwiegend an GABA-Rezeptoren aber auch schwach an GABAg-
Rezeptoren bindet. GABAa-Rezeptoren sind ubiquitir im zentralen Nervensystem verteilt
(Palacios et al., 1981; Heldt & Ressler, 2007). Das Vorhandensein von GABAs-Rezeptoren
speziell im Corpus amygdaloideum von Méusen wurde mittels Rezeptorautoradiografie an
mehreren Mausstimmen nachgewiesen (Yilmazer-Hanke et al., 2003). Nach der Interaktion
mit den Rezeptoren werden spezifisch diese Neuronen hyperpolarisiert, wodurch die Generie-
rung von Aktionspotentialen in diesen Neuronen verhindert wird, ohne durchziehende
Axonen zu beeinflussen. Die Bindung von Muscimol an die Rezeptoren ist stark und die

Diffusion durch das Hirngewebe langsam (Krogsgaard-Larsen & Johnston, 1978; Gallagher et
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al., 1983; Hikosaka & Wurtz, 1985; Martin, 1991; Johnston, 1996; Edeline et al., 2002).
Muscimol verteilt sich ausgehend von der Injektionsstelle mit einem mittleren Radius von
1,66 mm (Martin, 1991) bis iiber 3 mm (Arikan et al., 2002; Edeline et al., 2002). Je nach
injizierter Muscimol-Konzentration dauert die bewirkte Inhibition 12 bis 24 Stunden an
(Hikosaka & Wurtz, 1985; Martin & Ghez, 1993). Orientierend an der in der Literatur be-
schriebenen Konzentration von 1 pg/ul (8,8 mM) fiir intrazerebrale Injektionen bei Méusen
(Tang et al., 2005; Lewis & Gould, 2007; Oliveira et al., 2010) und den unveroffentlichten
Erfahrungen von Frau Dr. Yulia Golub (Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie, Miinchen) mit
einer Muscimol-Konzentration von 0,5 pg/ul (4,4 mM) wurde die letztere als Ausgangskon-

zentration flr die vorliegende Arbeit verwendet.

1.3.1.3 Anisomycin

Anisomycin ([(2S,3R,4R)-4-hydroxy-2-[(4-methoxyphenyl)methyl]pyrrolidin-3-yl]acetat)
inhibiert die Proteinbiosynthese in eukaryotischen Zellen indem es an die 60S-Untereinheit
der Ribosomen bindet und dort die Peptidyltransferaseaktivitidt blockiert (Barbacid &
Vazquez, 1974; Barbacid et al., 1975; Barbacid & Vazquez, 1975). Eine Studie iiber die
rdumliche und zeitliche Dynamik der durch Anisomycin induzierten Proteinbiosyntheseinhi-
bition zeigte, dass 20 pg Anisomycin, in einem Volumen von 0,5 pl in den dorsalen Hippo-
kampus injiziert, die Proteinbiosynthese in einem Radius von ca. zwei Millimetern um die
Injektionsstelle herum {iber einen Zeitraum von mehr als sechs Stunden inhibiert. Die maxi-
male Inhibition war dabei nach drei Stunden erreicht. Neun Stunden nach der Injektion war

keine Inhibition der Proteinbiosynthese mehr nachweisbar (Wanisch & Wotjak, 2008).

1.3.2 c-Fos als Indikator flr lernassoziierte, zellulare Aktivitat

Die Bildung des Produktes eines sogenannten Immediate-early-gene (IEG), c-Fos, erfolgt
nach der Stimulation von Zellen (Greenberg & Ziff, 1984; Sagar et al., 1988; Bullitt, 1990;
Herrera & Robertson, 1996) und dient daher in neurobiologischen Untersuchungen haufig als
Indikator fiir neuronale Aktivitdt. Die Expression von IEGs wird dariiber hinaus mit Protein-
biosynthese-abhdngigen, lang anhaltenden synaptischen Verdnderungen wihrend des Lernens
und der Gedéichtnisbildung in Verbindung gebracht (siche: Hughes & Dragunow, 1995;
Dragunow, 1996; Brennan & Keverne, 1997; Tischmeyer & Grimm, 1999; Cammarota et al.,
2000). Das Protein c-Fos ist ein Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP-1 (Chiu et al., 1988;

Curran & Franza, 1988). AP-1 wiederum induziert die Expression von ,,spdten* Genen fiir
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Langzeit-Verdnderungen des zelluldren Phédnotyps (Sheng & Greenberg, 1990; Morgan &
Curran, 1991; Chinenov & Kerppola, 2001). Im Grundzustand der Zelle ist kaum c-fos-
mRNA und c-Fos-Protein messbar (Hughes et al., 1992). In vielen Hirnregionen wird die
c-fos-mRNA-Synthese nach akuter Stimulation innerhalb von 30 bis 60 Minuten induziert.
Der maximale c-Fos-Proteingehalt im Zellkern ist zwischen einer und drei Stunden post
stimulationem messbar und sinkt nach vier bis sechs Stunden wieder ab (Sonnenberg et al.,
1989; Ikeda et al., 1994; Cullinan et al., 1995).

1.4 Ziel der Arbeit

Wie oben geschildert, deuten die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse auf eine
Funktion des NAMe wihrend des sozialen Kurzzeit-Wiedererkennungsgedichtnisses hin. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, die Art und den Zeitpunkt einer moglichen Beteiligung des
NAMe bei der Generierung des sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnisses an

Mausen zu untersuchen.

1.4.1 Vorversuche

Um optimale Voraussetzungen fiir die Injektionsexperimente zu schaffen, sollten eine
Reihe von Vorversuchen durchgefiihrt werden. Zunichst musste ermittelt werden, ob es einen
Unterschied im Verhalten der Versuchstiere gegeniiber minnlichen und weiblichen Stimulus-
Jungtieren gibt. AuBlerdem sollte die Untersuchungszeit und das Aggressions- und Sexualver-
halten gegeniiber einem Stimulus-Jungtier sowie die Korpermasse der Versuchstiere an sieben
aufeinander folgenden Tagen nach der Operation (OP) zur Implantation von Fiihrungskaniilen
tiberwacht werden. Anhand dieser Daten sollte der optimale Zeitpunkt fiir den Beginn der
Injektionsexperimente bestimmt werden. Da es weder im eigenen Labor noch aus der Litera-
tur entsprechenden Vorkenntnisse gab, wurde zudem getestet, ob die Implantation von
Fiihrungskaniilen (OP, Platzierung der Fiihrungskaniilen) oder die Injektionsprozedur per se
einen Einfluss auf das soziale Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnis bei Médusen haben.

Da in unserem Institut bisher keine Studien mit intrazerebralen Injektionen von Muscimol
durchgefiihrt wurden, musste auch die optimale Konzentration von Muscimol fiir die intraa-
mygdaloidale Injektion bestimmt werden. Um das Diffusionsareal der in den NAMe injizier-
ten Substanzen abschitzen zu konnen, wurde ein Fluorophor-gekoppeltes Muscimol

(Muscimol BODIPY TMR-X) injiziert. Ferner sollte die Diffusion von Anisomycin und
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dessen inhibitorische Wirkung auf die Proteinbiosynthese mit Hilfe eines immunhistochemi-

schen Nachweises der Unterdriickung einer induzierten c-Fos-Synthese ermittelt werden.

1.4.2 Hauptversuche

Die unter 1.2.4 beschriebenen Studien lieferten wichtige Hinweise darauf, dass der
NAMe eine Rolle fiir das soziale Wiedererkennungsgedichtnis spielt. Jedoch konnten anhand
dieser Ergebnisse keine eindeutigen Aussagen dariiber getroffen werden, wann und wie der
NAMe in die Prozesse des Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnisses involviert sein konnte.
Daher war es einerseits Ziel der vorliegenden Arbeit, Informationen iiber den Zeitpunkt
- wiahrend der Akquisition der olfaktorischen Informationen, der Konsolidierung und/oder des
Abrufens des Gedédchtnisinhaltes - der Beteiligung des NAMe zu erhalten. Andererseits sollte
die Art - Informationsweiterleitung, Informationsspeicherung - der Beteiligung des NAMe
untersucht werden. Aufschluss dariiber sollten mogliche Verdnderungen in der Langzeit-
Gedéichtnisleistung geschlussfolgert aus Verdnderungen distinkter Verhaltensparameter nach
temporéren Inhibitionen der Funktion des NAMe zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend des
Verhaltenstests auf die soziale Diskriminierungsféhigkeit der Versuchstiere geben. Im Verhal-
tenstest wurde das Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis der Versuchstiere durch den Ein-
satz eines Expositionsintervalles (EI) von 24 Stunden untersucht. Die temporéren Inhibitionen
sollten durch bilaterale Injektionen der Substanzen Lidocain, Muscimol und Anisomycin in
den NAMe erzielt werden. Aufgrund der lang anhaltenden Wirkung von Muscimol und Ani-
somycin wurden beide Substanzen drei Stunden vor der ersten oder der zweiten Exposition
injiziert. Dementsprechend sollte durch Muscimol die Informationsweiterleitung und durch
Anisomycin die Informationsspeicherung im Sinne der Unterdriickung Proteinbiosynthese-
abhingiger, neuronaler Plastizitit wihrend der Akquisition/Konsolidierung oder wéhrend des
Abrufens inhibiert werden. Da Lidocain eine relativ kurze Wirkdauer hat, konnte diese Sub-
stanz zur Untersuchung der Informationsweiterleitung im NAMe auch drei Stunden nach der
ersten Exposition eingesetzt werden.

Wihrend des Verhaltenstests iiber die soziale Diskriminierungsféhigkeit sollten folgende
Verhaltensparameter gemessen werden: die Dauer der Untersuchung der Stimulus-Jungtiere
als Indikator fiir die Akquisition, Interpretation und Wiedererkennung der Informationen der
,olfaktorischen Signatur durch die Versuchstiere, wodurch der Bekanntheitsgrad der Jungtie-
re reflektiert wird und die Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens der Versuchstiere
gegeniiber den Jungtieren. Neben dem praktischen Nutzen des Ausschlusses extrem aggressi-

ver und/oder sexuell interessierter Versuchstiere, erschien letzteres aufgrund von Hinweisen
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auf eine Rolle, die der NAMe wihrend der Regulation von aggressiven Verhaltensweisen und
Sexualverhaltensweisen spielt (Baum et al., 1994; Choi et al., 2005), der Erfassung wert.

Aus einer neueren Studie ist bekannt, dass Mause allein anhand der volatilen Fraktion der
»olfaktorischen Signatur im Verhaltenstest ein Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis fiir
einen Artgenossen demonstrieren konnen und dass durch die Prédsentation dieser volatilen
Fraktion die c-Fos-Synthese im AOB und im MOB induziert wird (Noack et al., 2010). Um
einen weiteren Hinweis fiir eine Funktion des NAMe als Ort der Integration von Informatio-
nen sowohl des HOS als auch des AOS wihrend der Bildung und Aufrechterhaltung des
sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnisses filir einen Artgenossen zu erhalten, sollte
zudem die c-Fos-Synthese im NAMe und auch im Pir, als Teil des HOS, nach der Detektion
der volatilen Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur* im VFC (volatile fraction cage, Noack et

al., 2010) untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Tiere

Minnliche C57BL/6JOlaHsd Mause (Harlan-Winkelmann, weitergeziichtet im zentralen
Tierlabor der Medizinischen Fakultét, Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg) im Alter
von neun bis 16 Wochen wurden als Versuchstiere verwendet. Sie wurden bis zur experimen-
tellen Nutzung in Gruppen mit einer GroB3e von drei bis acht Tieren und unter pathogenfreien,
kontrollierten Bedingungen (Temperatur: 21 + 1 °C, relative Luftfeuchtigkeit: 50 — 65 %) mit
einem Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 12 Stunden (Beleuchtung: 06:00 — 18:00 Uhr)
gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Minnliche und weibliche
C57BL/6JOlaHsd Miuse wurden in einem Alter von 25 bis 35 Tagen als olfaktorische Stimu-
li (Jungtier) eingesetzt. Alle Experimente waren genehmigt durch die Tierschutzkommission

des Bundeslandes Sachsen-Anhalt.

2.1.2 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Geréate, LOsungen

Die fiir die experimentelle Durchfiihrung wichtigen Chemikalien, Verbrauchsmaterialien,
und Gerétschaften, spezielle Computerprogramme und die Zusammensetzungen der Puffer

und Lésungen sind im Anhang (8.1) aufgelistet und beschrieben.

2.2 Methoden

2.2.1 Soziale Diskriminierung (Verhaltenstest)

Die Fihigkeit zur sozialen Wiedererkennung wurde mit einem Verhaltenstest auf die
soziale Diskriminierung (Engelmann et al., 1995; Engelmann et al., 2011) untersucht. Der
Verhaltenstest wurde wihrend der Hellphase durchgefiihrt. Die zuvor in Gruppen gehaltenen
Versuchstiere wurden ca. zwei Stunden vor Beginn des Verhaltenstests einzeln in Versuchs-
kifige mit frischer Einstreu (Typ II Kéfig) isoliert. Der Test auf die soziale Diskriminierung
bestand aus zwei vierminiitigen Expositionen (Abb. 2). Wihrend der ersten Exposition wurde
dem Versuchstier ein Jungtier (J1) in den Versuchskifig gesetzt (Sampling). Nach einem EI
von 24 Stunden wurde dem Versuchstier J1 gemeinsam mit einem zweiten, unbekannten

Jungtier (J2) im Versuchskifig prasentiert (Choice). Die Jungtiere wurden zur Unterscheidung
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am Schwanz mit einem geruchsneutralen Edding markiert und vor, zwischen und nach den
Expositionen in separaten Kéfigen gehalten. Die Dauer des direkten Kontaktes des Ver-
suchstieres mit einem Jungtier wurde wéhrend der beiden Expositionen per Tastendruck mit
Hilfe eines Computerprogramms (EVENTLOG) erfasst. Dabei galt das Lecken und aktive
Schniiffeln (Wesson et al., 2008) am Korper und insbesondere am Ano-Genitalbereich des
Jungtieres als Untersuchungsverhalten. Eine signifikant ldngere Untersuchungszeit gegeniiber
J2 im Vergleich mit der gegeniiber J1 wurde als Beweis fiir ein intaktes soziales Wiederer-
kennungsgedichtnis gewertet (Engelmann et al., 1995). Zudem wurde das Aggressionsverhal-
ten (Attackieren, Beiflen, Kdmpfen, dominantes Niederdriicken) und das Sexualverhalten
(Deckverhalten) als ein Parameter (Aggressions- und Sexualverhalten) registriert. Nach Be-
endigung des Verhaltenstests wurden die Versuchstiere wieder in ihre urspriinglichen Grup-

pen zuriickgesetzt.

4 min 4 min = A
El
- a4 w2
Sampling (S) Choice

Abb. 2:  Schematische Darstellung der sozialen Diskriminierung.

Wihrend des vierminiitigen Samplings wurde dem Versuchstier J1 prisentiert. Nach einem EI von 24 Stun-
den wurde wihrend des vierminiitigen Choice die Untersuchungszeit des Versuchstieres gegeniiber dem
bekannten J1 und einem unbekannten J2 gemessen. EI: Expositionsintervall; J: Jungtier.

2.2.2 Stereotaktische Eingriffe

Fiir die OP zur bilateralen Implantation von Fiithrungskaniilen wurde das Versuchstier zu-
ndchst narkotisiert. Nach einer kurzen Betdubung mit Isofluran wurde die Losung fiir eine
tiefe Narkose intraperitoneal injiziert (0,1 ml/10 g Koérpermasse). Zudem wurden dem Ver-
suchstier 0,2 ml einer Losung des Analgetikums Metacam® subkutan gespritzt. AnschlieBend
wurde das Versuchstier am Kopf in einem stereotaktischen Apparat fixiert und seine Augen
wurden mit Augengel vor Austrocknung geschiitzt. Die Schddelhaare wurden mit einer Sche-
re entfernt. Nachdem die Kopthaut mit einem Skalpell rostro-caudal ca. 1 cm gedffnet wurde,
konnten die Schéddelndhte und damit auch das Bregma mit Hilfe eines mit einem Stieltupfer
aufgetragenen Tropfens Wasserstoffperoxid (H>O», 3 %) sichtbar gemacht werden. Die Plat-
zierung der Fiihrungskaniilen wurde anhand eines stereotaktischen Atlanten (Franklin &
Paxinos, 1997) festgelegt und mit Hilfe des stereotaktischen Apparates ausgehend von
Bregma eingestellt (lateral: +/- 2,5 mm; anterior — posterior: + 0,3 mm anterior von Bregma;

ventral: + 4,5 mm). An den bilateral definierten Kaniilenpositionen wurde die Schideldecke
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mit einem Zahnbohrer durchbohrt. Die Fiihrungskaniilen wurden langsam in das Hirngewebe
eingelassen und an ihrer ventralen Position (I mm {iber dem NAMe) platziert. Neben jeder
der beiden Fiihrungskaniilen wurde zusitzlich eine Schraube in der Schéddeldecke befestigt.
Die Wunde wurde mit Hilfe von Augenstdbchen getrocknet, bevor die Fithrungskaniilen und
Schrauben mit einem Tropfen Gewebekleber (Histoacryl) und anschlieBend mit lichthérten-
dem Zahnzement an der Schddeldecke und untereinander fixiert wurden. Als Schutz vor Ver-
stopfung durch geronnenes Blut oder Einstreu wurden die Fiihrungskaniilen mit Mandrins
(passend gekiirzte Insektennadeln) verschlossen (Abb. 3). Die Versuchstiere wurden nach der
OP fiir 24 Stunden isoliert gehalten, wahrend denen sie aus der Narkose aufwachen konnten.
Anschlieend wurden sie in ihre urspriinglichen Gruppen zuriickgefiihrt. Die postoperative
Erholungsphase bis zum ersten Verhaltensversuch hatte eine Dauer von mindestens sieben

Tagen.

Abb. 3:  Darstellung des Implantates.

Der untere Abschnitt der Fithrungskaniilen (a) befand sich im Hirngewebe einen Millimeter iiber dem Ziel-
areal, dem NAMe. Die Fiihrungskaniilen und die Schrauben (b) wurden mit Zahnzement (c) untereinander
und an der Schideldecke fixiert. Als Schutz vor Verstopfung erfolgte der Verschluss der Fithrungskaniilen
mit gekiirzten Insektennadeln (d).

2.2.3 Injektion in den NAMe

Erfolgten die Injektionen vor dem Sampling, so wurden die Versuchstiere zwei Stunden
vor Beginn der Injektionen in ihre Versuchskéfige isoliert. Die bilaterale Injektion von Sub-
stanzen in den NAMe erfolgte unter kontinuierlicher Isofluran-Inhalationsnarkose. Die Insek-
tennadeln wurden fiir die Dauer der Injektion aus den Fiihrungskaniilen entfernt. Die Injektion
erfolgte mit Hilfe von Injektionskaniilen. Jede Injektionskaniile war mit einem kalibrierten
Kunststoffschlauch verbunden. Die Kunststoffschlduche wurden zunichst mit NaCl-Losung
befiillt. AnschlieBend wurde die entsprechend zu injizierende Substanz in die Schlduche

gesogen. Eine trennende Luftblase zwischen der NaCl-Losung und der Substanz erlaubte
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wiéhrend des Injektionsvorganges die Kontrolle der FlieBgeschwindigkeit und des verabreich-
ten Fliissigkeitsvolumens. In jede der beiden Fiihrungskaniilen wurde simultan je eine Injekti-
onskaniile eingebracht (Abb. 4 A). Die Injektionskaniilen waren einen Millimeter langer als
die Fiihrungskaniilen, sodass sie iiber die Fiihrungskaniilenlinge hinaus bis zum NAMe in das
Hirngewebe eindrangen. Uber das freie Ende des Kunststoffschlauches wurden die Injekti-
onskaniilen mit einer Mikroinjektionspumpe verbunden (Abb. 4 B). Mit Hilfe dieser Pumpe
erfolgte die bilaterale Injektion von 0,5 pl Substanz iiber einen Zeitraum von einer Minute.
Um eine vollstandige Diffusion der Substanzen zu gewéhrleisten, wurden die Injektionskanii-
len eine weitere Minute im Gewebe belassen. Die Versuchstiere wachten nach der Injektion in
thren Versuchskifigen aus der Narkose auf.

Versuchstiere mit verstopften oder beschidigten Fiihrungskaniilen wurden von der Studie
ausgeschlossen.

Bei allen Injektionsexperimenten handelte es sich um doppelblinde Uberkreuzstudien.
Die injizierten Substanzen wurden vor Beginn durch eine an den Experimenten unbeteiligte
Person kodiert, sodass die Experimentatorin wihrend des Versuches und der Datenauswer-
tung nicht wusste, ob den Versuchstieren die Kontrollsubstanz oder das Verum injiziert wur-
de. Zudem wurden die Versuchstiere in zwei Gruppen unterteilt. Den beiden Gruppen wurde
in einem ersten Injektionsdurchlauf jeweils eine Substanz (Verum oder Kontrollsubstanz,
kodiert) injiziert. Nach sieben Tagen wurde den beiden Gruppen in einem zweiten Injektions-
durchlauf die entsprechend andere Substanz injiziert (Uberkreuzdesign). Eine Verfilschung
der Ergebnisse aufgrund experimenteller oder tagesformbedingter Unterschiede konnte da-

durch vermindert werden. Aullerdem diente jedes Versuchstier als eigene Kontrolle.
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Abb. 4:  Darstellung des Aufbaus fiir die intraamygdaloidale Injektion.

(A) Unter kontinuierlicher Isofluran-Inhalationsnarkose des Versuchstieres iiber eine Atemmaske (a) wurde
in jede Fiihrungskaniile (b) eine Injektionskaniile (c) gebracht. (B) Die Injektion erfolgte iiber kalibrierte
Kunststoffschlduche (d) mit Hilfe einer Mikroinjektionspumpe (e).

2.2.4 Histologie

Im Anschluss an die Versuchsreihen wurde die Position der Fiihrungskaniilen bei jedem
Versuchstier histologisch iiberpriift. Dazu wurden die Versuchstiere mit Isofluran getdtet.
Nach der Dekapitation wurde das Gehirn entnommen, fiir zwei Minuten in mit fliissigem
Stickstoff auf - 50 °C gekiihlten 2-Methylbutan eingefroren und bei - 80 °C bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert. Mit einem Kryostat wurden 25 pm dicke, koronale Hirnschnitte ange-
fertigt und direkt auf SuperFrost® Plus-Objekttriger aufgenommen. Nachdem die Hirnschnitte
getrocknet waren, wurden sie einer Farbung nach Nissl (in dieser Reihenfolge: eine Minute
Kresylviolett, 20 Sekunden 70 % Ethanol, 20 Sekunden 96 % Ethanol, fiinf Minuten Isopro-
panol, fiinf Minuten Xylol) unterzogen und abschlieend mit DePeX und Deckgldsern einge-
deckt. Die durch die Fiihrungskaniilen und die Injektion entstandenen Lisionen wurden

lichtmikroskopisch (Mikroskop: Axio Imager.M1; Computerprogramm: AxioVision)
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dokumentiert und ausgewertet. Befand sich die anhand der Lésion rekonstruierte Injektions-
stelle mehr als einen Millimeter auBlerhalb der Grenzen des NAMe, so wurden die Daten
dieser Versuchstiere von der Analyse ausgeschlossen. Anhand der histologischen Priparate

wurden die Koordinaten vor jeder weiteren Implantation korrigiert.

2.2.5 Immunhistochemie

Um das Hirngewebe fiir die immunhistochemischen Untersuchungen zu gewinnen, wur-
den die Versuchstiere zundchst mit einer intraperitonealen Injektion einer 5:3 Mischung aus
Ketavet® und Domitor® (0,1 ml/Maus) narkotisiert. AnschlieBend wurden die Versuchstiere
tiber die linke Herzkammer mit einer NaCl-Losung, gefolgt von einer Formaldehydldsung,
perfundiert. Die Gehirne wurden entnommen, fiir 24 Stunden in Formaldehydlésung nachfi-
xiert, darauthin in Sucroselosung iiberfiihrt und unter leichtem Schiitteln bei 4 °C bis zur In-
filtration der Sucrose in das Gewebe (ca. zwei bis drei Tage) aufbewahrt. Danach konnten die
Gehirne auf einem Korkpléttchen mit Einbettmedium ummantelt, mit 2-Methylbutan auf - 50
°C heruntergekiihlt und bei - 80 °C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren werden. Mit
dem Kryostat wurden 25 um dicke, koronale Hirnschnitte angefertigt, in 24-Well-Platten mit
PBS {iberfiihrt und zweimalig mit PBS gewaschen. Alle Schritte der im Folgenden beschrie-
benen Firbeprozedur erfolgten, sofern nicht anders angegeben, unter leichtem Schiitteln und
bei Raumtemperatur. Alle Waschschritte erfolgten mit PBS jeweils dreimalig fiir zehn Minu-
ten. Um die Penetration des Antikorpers in das Gewebe zu erleichtern und Aldehydbindun-
gen, die mdglicherweise mit dem Antikorper interagieren kdnnten, zu unterdriicken, wurden
die Hirnschnitte fiir 15 Minuten mit Natrium-Borhydrid (1 % in PBS) behandelt und an-
schlieBend gewaschen. Darauthin wurden die Hirnschnitte fiir 20 Minuten mit einer Metha-
nol-H,O,-Losung inkubiert, um endogene Peroxidasen zu zerstéren. Die Hirnschnitte wurden
gewaschen. Nach dem Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit Ziegennormalserum
(ZNS)-Losung fiir 30 Minuten folgte die Behandlung der Hirnschnitte mit dem primédren
Antikorper (in ZNS-Losung) bei 4 °C. Nach drei Néichten wurden die Hirnschnitte wiederum
gewaschen. Auf das Blockieren mit Rinderserumalbumin (RSA)-Ldsung fiir eine Stunde folg-
te die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundérantikorper (in RSA-Ldsung). Nach einer
Nacht wurden die Hirnschnitte gewaschen, fiir eine Stunde mit RSA (0,2 % in PBS) und an-
schlieBend flir vier Stunden mit einer Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Losung behandelt
und erneut gewaschen. Eine Anderung des pH-Wertes wurde durch einmaliges, zehnminiiti-
ges Waschen mit 50 mM TRIS-Puffer erzielt. Die Visualisierung der Antikorperbindungsstel-
len erfolgte durch eine Uberschichtung der Hirnschnitte mit DAB (0,05 % in 50 mM TRIS-

21



MATERIAL UND METHODEN

Puffer, 0,5 ml pro Well) und die Reaktion mit H>O, (0,3 %, 25 ul pro Well, vier Minuten).
Diese Reaktion wurde durch Waschen gestoppt. Die Hirnschnitte wurden in Leitungswasser
iberfiihrt, auf gelatinierte Objekttriger gezogen und mindestens eine Stunde lang getrocknet.
Einer aufsteigenden Alkoholreihe (in dieser Reihenfolge jeweils fiinf Minuten: 70 %, 85 %,
96 %, zweimal 100 % Ethanol, anschliefend zweimal zehn Minuten Xylol) folgte das ab-
schlieBende Eindecken der Priparate mit DePeX und Deckglédsern.

2.3 Experimente

2.3.1 Vorversuche

2.3.1.1 Einfluss des Jungtiergeschlechtes auf die Untersuchungszeit und das
Aggressions- und Sexualverhalten

Die Untersuchungszeit und die Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens unoperier-
ter Versuchstiere gegeniiber Jungtieren méannlichen und weiblichen Geschlechtes wurde wih-

rend einer vierminiitigen Jungtierexposition (entspricht dem Sampling) erfasst.

2.3.1.2 Charakterisierung der postoperativen Erholungsphase

An sieben aufeinanderfolgenden Tagen nach der OP wurde die Korpermasse der Ver-
suchstiere bestimmt. Weiterhin wurde sowohl die Untersuchungszeit als auch die Dauer des
Aggressions- und Sexualverhaltens gegeniiber einem Jungtier wihrend einer vierminiitigen
Jungtierexposition (entspricht dem Sampling) an sieben aufeinanderfolgenden Tagen gemes-
sen (Abb. 5). Um Habituationen auszuschlieBen, wurde dem Versuchstier an jedem dieser

sieben Testtage ein neues, unbekanntes Jungtier (Abb. 5: J; — J;) préisentiert.

OoP J 1 (] [l [l L] |y,

0 1 2 3 4 5 6 7 Zeit [Tage]

Abb. 5:  Experimentelles Design zur Charakterisierung der postoperativen Erholungsphase.

An sieben aufeinanderfolgenden Tagen nach der OP wurde die Kdrpermasse der Versuchstiere, die Unter-
suchungszeit und die Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens gegeniiber einem Jungtier erfasst.
J: Jungtier; OP: Operation.
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2.3.1.3 Einfluss der OP auf die soziale Diskriminierung und das Aggressions-
und Sexualverhalten

Vor jeder OP-Reihe wurden die Versuchstiere im Verhaltenstest auf ihre Fahigkeit zur
sozialen Diskriminierung untersucht. Besonders aggressive Versuchstiere wurden nicht ope-
riert. Ein moglicher Einfluss der OP auf die Féhigkeit zur sozialen Diskriminierung der Ver-
suchstiere wurde liberpriift, indem der Verhaltenstest beginnend (Sampling) am siebenten Tag
nach jeder OP-Reihe durchgefiihrt wurde. Zudem wurde das Aggressions- und Sexualverhal-

ten der Versuchstiere gegeniiber den Jungtieren vor und nach der OP erfasst.

2.3.1.4 Soziale Diskriminierung nach Transport

Um Storungen der dem Verhaltenstest unterzogenen Versuchstiere durch mogliche Ge-
rausche und Fremdgeriiche zu vermeiden, wurden die Injektionen in einem anderen Raum
durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde im Rahmen von Vorversuchen getestet, ob der Trans-
port der Versuchstiere und/oder die Isoflurannarkose bzw. die Injektionsprozedur einen Ein-
fluss auf die Fahigkeit zur sozialen Diskriminierung hatten. Zu diesem Zwecke wurden die
Versuchstiere direkt vor dem Sampling entweder a) in den Injektionsraum transportiert, dort
kurz mit threm Versuchskifig abgestellt und wieder in den Messraum zuriickgebracht (ca.
zwel Minuten bis zum Sampling) oder b) in den Injektionsraum transportiert, dort kurz mit
Isofluran betdubt und in den Messraum zuriickgebracht, wo sie aus der Narkose aufwachen
konnten (ca. vier Minuten bis zum Sampling) oder ¢) in den Injektionsraum transportiert, dort
einer Scheininjektion unterzogen (gesamte Injektionsprozedur wie unter 2.2.3 beschrieben,
jedoch ohne die eigentliche Injektion einer Substanz) und in den Messraum zuriickgebracht,
wo sie aus der Narkose aufwachen konnten und sechs Minuten Erholungszeit vor dem
Sampling hatten (insgesamt ca. neun Minuten bis zum Sampling). Entsprechend dem Verhal-

tenstest wurde nach einem EI von 24 Stunden Choice durchgefiihrt.

2.3.1.5 Konzentration Muscimol

Muscimol wurde in NaCl-Losung geldst und in fiinf verschiedenen Konzentrationen
(4,4 mM; 2,2 mM; 1,1 mM, 367 uM; 110 uM) drei Stunden vor einer vierminiitigen Jungtier-
exposition (entspricht dem Sampling) injiziert. Wéahrend der Jungtierexposition wurde die
Untersuchungszeit bestimmt. Zusdtzlich bewertete die Experimentatorin die lokomotorische
Aktivitét, die Reaktion der Versuchstiere auf taktile Stimulation und den Atemrhythmus auf
einer Skala von eins bis sechs, wobei sechs der Intensitit des Verhaltens eines Kontrolltieres

(Injektion von NaCl-Losung) entsprach.
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2.3.1.6 Diffusion von Muscimol BODIPY TMR-X

Muscimol BODIPY TMR-X (1 mg) wurde durch kréftiges Schiitteln (Vortex), mehrfache
Erwéarmung und Ultraschall in NaCl-Losung (2 ml) geldst und jeweils fiinf Versuchstieren in
den Konzentrationen 367 uM (siehe 2.3.2.2: entspricht der Molaritdt des in den Hauptversu-
chen injizierten Muscimols) und 823 uM injiziert. Drei Stunden nach der Injektion wurden
die Versuchstiere, wie unter 2.2.5 beschrieben, narkotisiert, perfundiert und ihre Gehirne ein-
gefroren und geschnitten. Die Hirnschnitte wurden nach dem Schneiden frei flotierend in PBS
aufgefangen, direkt auf gelatinierte Objekttrager aufgezogen und nach dem Trocknen mit
Immumount und Deckgldsern eingedeckt. Die Dokumentation des Diffusionsareals erfolgte
lichtmikroskopisch (Mikroskop: Axio Imager.M1; Computerprogramm: AxioVision), wobei
das Muscimol BODIPY TMR-X mit einer Wellenldnge von 544 nm angeregt wurde und

Fluoreszenzlicht von 570 nm emittierte.

2.3.1.7 c-Fos-Synthese nach Injektion von Anisomycin versus NaCl-Lésung

Die Versuchstiere wurden zwei Stunden vor der Injektion in Versuchskifige isoliert. Ani-
somycin wurde durch die Zugabe weniger Mikroliter HCI (1 M) geldst und durch die Zugabe
des gleichen Volumens NaOH (1 M) neutralisiert (pH 7,0 bis 7,2). AnschlieBend wurde das
geldste Anisomycin mit NaCl-Losung auf eine Endkonzentration von 40 pg/ul verdiinnt. Inji-
ziert wurden bei einem Injektionsvolumen von 0,5 pl dementsprechend 20 ug Anisomycin
pro Seite. Anisomycin oder NaCl-Losung (Kontrolle) wurde drei Stunden vor einer vierminii-
tigen Jungtierexposition (entspricht dem Sampling) injiziert. Sowohl die Konzentration des
Anisomycins als auch der Injektionszeitpunkt entsprach damit dem in den Hauptversuchen
verwendeten Protokoll (siehe 2.3.2.3). Wihrend der Jungtierexposition wurde das Untersu-
chungsverhalten gegeniiber dem Jungtier aufgezeichnet (siehe 2.2.1). 70 Minuten spiter wur-
den die Versuchstiere, wie unter 2.2.5 beschrieben, narkotisiert, perfundiert und die
Hirnschnitte der immunhistochemischen Fiarbung gegen c-Fos zugefiihrt. Es wurden von
jedem Versuchstier mindestens drei vergleichbare Hirnschnitte im Bereich des NAMe und des
Pir mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Axio Imager.M1; Objektiv 10x) fotografiert. Mit dem
Computerprogramm AxioVision wurde im Bereich des NAMe ein Areal mit einer Gréf3e von
0,118 mm? und im Bereich des Pir ein Areal mit einer Grof3e von 0,337 mm? markiert. Inner-

halb dieser Areale erfolgte das Auszéhlen der c-Fos-immunpositiven Zellen.
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2.3.2 Hauptversuche

2.3.2.1 Injektion von Lidocain versus NaCl-L6sung

Alle Versuchstiere wurden vor den Injektionen im Verhaltenstest auf ihre Féhigkeit zur
sozialen Diskriminierung getestet.

Die Konzentration der Lidocain-Lésung betrug 20 pg/ul. Bei einem Injektionsvolumen
von 0,5 pl wurden dementsprechend 10 ug Lidocain pro Seite injiziert. Als Kontrollsubstanz
wurden den Versuchstieren 0,5 pl NaCl-Losung pro Seite injiziert. Die Injektion erfolgte zu
drei verschiedenen Zeitpunkten wahrend des Verhaltenstests: direkt vor dem Sampling oder
drei Stunden nach dem Sampling oder direkt vor Choice (Abb. 6). Wurde direkt vor dem
Sampling oder direkt vor Choice injiziert, betrug die Erholungszeit sechs Minuten zwischen

der Injektion und der Exposition.
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Abb. 6:  Zeitpunkte der Injektion von Lidocain und NaCl-Losung wihrend der sozialen Diskriminierung.
Lidocain oder NaCl-Losung wurde entweder direkt vor dem Sampling (1) oder drei Stunden nach dem
Sampling (2) oder direkt vor Choice injiziert (3). EI: Expositionsintervall; J: Jungtier.

2.3.2.2 Injektion von Muscimol versus NaCl-Losung

Alle Versuchstiere wurden vor den Injektionen im Verhaltenstest auf ihre Féhigkeit zur
sozialen Diskriminierung getestet.

Muscimol wurde mit NaCl-Losung auf eine Konzentration von 41,6 ng/ul (367 uM) ver-
diinnt. Bei einem Injektionsvolumen von 0,5 pl wurden dementsprechend 20,8 ng Muscimol
pro Seite injiziert. Als Kontrollsubstanz wurden den Versuchstieren 0,5 pul NaCl-Losung pro
Seite injiziert. Die Injektionen fanden entweder drei Stunden vor dem Sampling oder drei
Stunden vor Choice (Abb. 7) statt.

Die Versuchstiere wurden ein bis zwei Wochen nach Beendigung der Injektionsexperi-
mente im Verhaltenstest auf ihre soziale Diskriminierungsfahigkeit getestet, um mogliche

Langzeitkonsequenzen des Muscimols feststellen zu kénnen.
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2.3.2.3 Injektion von Anisomycin versus NaCl-L6sung

Alle Versuchstiere wurden vor den Injektionen im Verhaltenstest auf ihre Féhigkeit zur
sozialen Diskriminierung getestet.

Anisomycin wurde, wie unter 2.3.1.7 beschrieben, gelost. Pro Seite wurden 0,5 pl der
Anisomycin-Losung (20 pg Anisomycin) bzw. 0,5 pul NaCl-Losung (Kontrollsubstanz) ent-
weder drei Stunden vor dem Sampling oder drei Stunden vor Choice (Abb. 7) injiziert.

Um eine mogliche Langzeitwirkung/-inhibition durch Anisomycin erfassen zu konnen,
wurden die Versuchstiere ein bis zwei Wochen nach den Injektionsexperimenten im Verhal-

tenstest auf ihre soziale Diskriminierungsfahigkeit getestet.
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Abb. 7:  Zeitpunkte der Injektion von Muscimol, Anisomycin und NaCl-Lésung wéhrend der sozialen
Diskriminierung.

Die Substanzen wurden entweder drei Stunden vor dem Sampling (1) oder drei Stunden vor Choice (2) inji-
ziert. EI: Expositionsintervall; J: Jungtier.

2.3.2.4 c-Fos-Synthese nach Prasentation der volatilen Fraktion der , olfaktori-
schen Signatur® im VFC

Unoperierten Versuchstieren wurden die volatilen Bestandteile im VFC (Noack et al.,
2010; Engelmann et al., 2011) préasentiert. Der VFC besteht aus einem Kéfigteil (Abb. 8 a;
Typ I Kéafig) mit zwei Lochern (Durchmesser 7 cm) in einer Seitenwand. In jedes Loch ist
eine durchsichtige Plastikrohre (Abb. 8 b) geschraubt, an der sich ein Computerliifter (Abb. 8
¢) befindet. Der Innenraum des Kéfigteils ist von dem der Plastikrohren durch ein Metallgitter
in jedem Loch der Kifigwand getrennt.

Die Versuchstiere wurden am Abend vor dem Experiment in den fiir jedes Versuchstier
mit frischer Einstreu befiillten Kéfigteil des VFC isoliert. Am nichsten Morgen wurde fiir die
Priasentation ein Jungtier in eine der beiden Rohren gesetzt. Der Computerliifter erzeugte
einen Luftstrom durch die Rohre (1 m/s im Zentrum der Rohre) tiber das Jungtier hinweg und
durch das Metallgitter in den Kifigteil hinein. Das Versuchstier hatte keinen direkten Kontakt
zu dem Jungtier, konnte also die nicht-volatilen Bestandteile der ,,olfaktorischen Signatur*
nicht detektieren. Die Présentation erfolgte fiir vier Minuten. Die Kontrolltiere erhielten fiir

vier Minuten einen Luftstrom (Raumluft), indem der Computerliifter einer Rohre, in der sich
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jedoch kein Jungtier befand, angeschaltet wurde. Wéhrend der Priasentation wurde das aktive
Schniiffeln der Versuchstiere in Richtung des Luftstromes in einem Abstand von 5 cm um das
Metallgitter herum als Untersuchungsverhalten aufgezeichnet (siehe 2.2.1). 120 Minuten nach
der Prisentation der volatilen Bestandteile der ,,olfaktorischen Signatur eines Jungtieres bzw.
des Luftstromes wurden die Versuchstiere, wie unter 2.2.5 beschrieben, narkotisiert, perfun-
diert und die Hirnschnitte der immunhistochemischen Farbung gegen c-Fos unterzogen. Die

Analyse der c-Fos-Synthese im NAMe und im Pir erfolgte wie unter 2.3.1.7 beschrieben.

Abb. 8: VFC (volatile fraction cage).

Der VFC besteht aus einem Kéfigteil (a) mit zwei Lochern in einer Seitenwand. In jedes der beiden Locher
ist eine Plastikrohre (b) geschraubt. Der Innenraum des Kifigteils ist von dem der Plastikréhren durch ein
Metallgitter abgegrenzt. An jeder Plastikrohre befindet sich ein Computerliifter (c).

2.3.3 Statistische Analyse der Daten

2.3.3.1 Analyse der Daten aus den Verhaltensversuchen

Die mit Hilfe des Computerprogramms EVENTLOG gewonnenen Dateien wurden mit
dem Computerprogramm WinRat gedffnet. Die damit erschlossenen Daten aus den Verhal-
tenstests wurden mit dem Computerprogramm GraphPad Prism als Mittelwerte (MW) + Stan-
dardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels der
Computerprogramme GraphPad Prism und GB-STAT.

Anhand dreier Tests (Kolmogorov-Smirnov; D'Agostino-Pearson; Shapiro-Wilk) wurden
die Daten auf Normalverteilung iiberpriift. Bestéitigte mindestens einer der drei Tests die

Normalverteilung der Daten, so wurden diese der parametrischen Analyse unterzogen.
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Die statistische Signifikanz der Daten aus der Untersuchung des Einflusses des Ge-
schlechtes der Jungtiere auf die Untersuchungszeit wurde mit Hilfe eines t-Tests und auf die
Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests iiber-

prift.

Die statistische Signifikanz der Daten aus der Charakterisierung der postoperativen Erho-
lungsphase wurde mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte
Messungen und, wenn erlaubt, mit anschlieBendem Dunnett’s-Test (verglich die Werte eines
jeden Tages nach der OP mit den Werten des Kontrolltages vor der OP) iiberpriift. Waren die
Daten nicht normalverteilt, so erfolgte die Uberpriifung auf statistisch signifikante Unter-

schiede mit dem Friedman-Test.

Die statistische Analyse der Daten der sozialen Diskriminierung vor und nach der OP
sowie nach Transport erfolgte mit einem t-Test fiir gepaarte Stichproben (Untersuchungszei-
ten gegeniiber J1 und J2 wihrend Choice). Der statistische Vergleich der Dauer des Aggressi-
ons- und Sexualverhaltens der Versuchstiere gegeniiber J1 wiahrend des Samplings bzw.
gegeniiber J1 und J2 (Summe der Verhaltensdauer) wiahrend Choice vor und nach der OP

erfolgte mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

Die anhand verschiedener Verhaltensparameter gewonnenen Daten fiir verschiedene
Muscimol-Konzentrationen wurden gleichzeitig als Einzelwerte und als MW + SEM darge-
stellt. Eine statistische Analyse dieser Daten wurde aufgrund der niedrigen Stichprobenmenge

nicht durchgefiihrt.

Die vorliegende Studie wurde so geplant, dass die Daten aus den Injektionsexperimenten
(Untersuchungszeiten der Versuchstiere gegeniiber J1 und J2 wihrend Choice) mit einem
t-Test flir gepaarte Stichproben statistisch analysiert werden sollten. Dies ist damit zu begriin-
den, dass es nicht von Bedeutung war, ob die injizierten Substanzen oder der Injektionszeit-
punkt einen Einfluss auf die Gesamtuntersuchungszeit hatten. Es galt vielmehr statistisch zu
priifen, ob die Versuchstiere in jedem einzelnen Injektionsfall das neue J2 signifikant ldnger
als J1 untersuchten (Engelmann et al., 1995). Waren die Untersuchungszeiten gegeniiber J1
bzw. J2 wiahrend Choice nicht normalverteilt, so wurden diese zusitzlich mit dem Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test auf Unterschiede gepriift.
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Uber die Analyse mit dem t-Test fiir gepaarte Stichproben hinaus, wurde dennoch fiir
jeden Injektionszeitpunkt eine zweifaktorielle, randomisierte Block-ANOVA (Behandlung x
Jungtier) und zusétzlich eine einfaktorielle ANOVA fiir wiederholte Messungen der wéihrend
Choice gewonnenen Daten durchgefiihrt. Erlaubten es die Ergebnisse der ANOVA, so wurde
anschlieend der Newman-Keuls-Test durchgefiihrt.

Die Daten der sozialen Diskriminierung nach der OP aller Versuchstiere, die fiir die je-
weiligen Injektionsexperimente (verschiedene Zeitpunkte) mit einer Substanz eingesetzt wur-
den und die Daten aus dem Verhaltenstest nach Beendigung der Injektionsexperimente
wurden mit einem t-Test fiir gepaarte Stichproben (Untersuchungszeiten gegeniiber J1 und J2
wihrend Choice) gepriift.

Fiir die statistische Analyse des Aggressions- und Sexualverhaltens der Versuchstiere
(Dauer des Verhaltens und Anzahl der Verhaltensepisoden) wurden die Basalwerte (Verhalten
ohne Injektion), die Werte nach der Injektion der NaCl-Losung und die Werte nach der Injek-
tion des Verums entweder mit dem Friedman-Test und anschlieBendem Dunn-Test (Vergleich
Basalwerte versus Injektion von NaCl-Losung; Vergleich Basalwerte versus Injektion des
Verums) oder, bei Normalverteilung der Daten, mit einer einfaktoriellen ANOVA fiir wieder-
holte Messungen und anschlieBendem Dunnett’s-Test (Vergleich Basalwerte versus Injektion
von NaCl-Losung; Vergleich Basalwerte versus Injektion des Verums) verglichen. Fiir die
Analyse des Aggressions- und Sexualverhaltens wahrend des Samplings wurde die Verhal-
tensdauer bzw. die Anzahl der Verhaltensepisoden gegeniiber J1 nach den genannten Behand-
lungen der Versuchstiere verglichen. Fiir die Analyse des Aggressions- und Sexualverhaltens
wihrend Choice wurde die Summe der Verhaltensdauer bzw. die Summe der Anzahl der Ver-
haltensepisoden gegeniiber J1 und J2 nach den genannten Behandlungen der Versuchstiere

verglichen.

Betrug die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger als 5 %, wurden die Unterschiede zwi-

schen den Gruppen als statistisch signifikant gewertet.

2.3.3.2 Analyse der Daten der c-Fos-Synthese

Die Untersuchungszeit gegeniiber einem Jungtier wurde fiir beide Behandlungsgruppen
als MW + SEM dargestellt und nach Priifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-
Test) mit dem Mann-Whitney-U-Test statistisch tiberpriift.

Die Anzahl c-Fos-immunpositiver Zellen mehrerer Hirnschnitte wurde fiir jedes Tier ge-

mittelt. Die MW aller Tiere wurden als Einzelwerte und deren MW fiir jede Behandlungs-
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gruppe mit dem Computerprogramm GraphPad Prism dargestellt. Bestétigte der Kolmogorov-
Smirnov-Test die Normalverteilung der Daten in den einzelnen Behandlungsgruppen, so wur-

den diese anschlieend mit einem t-Test auf Unterschiede liberpriift.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Histologie

Die durch die Injektionen entstandenen Lésionen zeigten sich in den nach Nissl gefarbten
Hirnschnitten als tiefviolette Anhdufung von zerstértem Gewebe und Blut in einem Bereich,
welcher sich von ca. 0,5 mm dorsal des NAMe bis in den antero-dorsalen Teil des NAMe

erstreckte (Abb. 9).

Abb. 9: Reprisentative Abbildungen zur Darstellung der durch die intraamygdaloidale Injektion entstan-
denen Lasion.

In der schematischen Darstellung eines Frontalschnittes durch das Mausehirn (A, Bregma - 1,22 mm,
modifiziert nach: Franklin & Paxinos, 1997) sind zwei Ausschnitte im Bereich des NAMe markiert. An
diesen Positionen wurden die représentativen Bilder (B) der nach Nissl gefarbten Hirnschnitte aufgenom-
men. Die Lésionen sind als Hohlriume im Gewebe und die darunter befindliche, tiefviolett gefarbte Anhau-
fung von zerstértem Gewebe erkennbar. NAMe: Nucleus amygdalae medialis; opt: Tractus opticus;
MafBstab: 200 pm.

3.2 Vorversuche

3.2.1 Einfluss des Jungtiergeschlechtes auf die Untersuchungszeit und
das Aggressions- und Sexualverhalten

Weder in der Untersuchungszeit (p = 0,9497; Abb. 10 A) noch in der Dauer des Aggres-
sions- und Sexualverhaltens (p = 0,3651; Abb. 10 B) der Versuchstiere gegeniiber ménnlichen

und weiblichen Jungtieren waren signifikante Unterschiede festzustellen.
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Abb. 10: Einfluss des Geschlechtes der Jungtiere auf die Untersuchungszeit (A) und die Dauer des Ag-
gressions- und Sexualverhaltens (B).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede gegeniiber Jungtieren beider Geschlechter. w: weibliches
Jungtier (n = 18); m: ménnliches Jungtier (n =25); MW + SEM; ° Daten nicht normalverteilt.

3.2.2 Charakterisierung der postoperativen Erholungsphase

Die Korpermasse der Versuchstiere war nach der OP signifikant reduziert (ANOVA:
F7.140 = 20,83; p < 0,0001). Nach einer kontinuierlichen Zunahme der Koérpermasse iiber die
folgenden Tage, erreichte sie am siebenten postoperativen Tag wieder den Wert des OP-Tages
(Abb. 11 A). Das Gewicht des Implantates betrugt 273,3 + 9.9 mg (MW + SEM; n = 6) und
war damit vernachléssigbar gering.

Die Untersuchungszeit gegeniiber einem Jungtier war an den ersten drei postoperativen
Tagen signifikant geringer als vor der OP, erreichte aber ab dem vierten postoperativen Tag
wieder ihren Ausgangswert (ANOVA: F7 163 = 5,057; p <0,0001; Abb. 11 B).

Nach der OP gab es keine signifikanten Anderungen in der Dauer des Aggressions- und
Sexualverhaltens der Versuchstiere gegeniiber einem Jungtier (Friedman-Test: p = 0,0614;

Abb. 11 C).
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Abb. 11: Charakterisierung der postoperativen Erholungsphase.

(A) Korpermasse der Versuchstiere (n = 21). (B) Untersuchungszeit gegeniiber einem Jungtier (n = 25). (C)
Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens gegeniiber einem Jungtier (n = 25). MW + SEM; *** p <
0,001; ** p<0,01; ANOVA, anschlieBend Dunnett’s-Test; © Daten nicht normalverteilt.

3.2.3 Einfluss der OP auf die soziale Diskriminierung und das Aggressi-
ons- und Sexualverhalten

Im sowohl vor (p = 0,0037; Abb. 12 A) als auch sieben Tage nach (p < 0,0001; Abb. 12
B) der OP durchgefiihrten Verhaltenstest auf die soziale Diskriminierungsféhigkeit untersuch-
ten die Versuchstiere das unbekannte J2 gegeniiber dem bekannten J1 signifikant ldnger. So-
wohl vor als auch sieben Tage nach der OP untersuchten zwei (jeweils andere) der 25
Versuchstiere J1 lidnger als J2.

In der Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens der Versuchstiere gegeniiber J1
wihrend des Samplings (p = 0,0696) bzw. gegeniiber J1 und J2 wihrend Choice (p = 0,9571)
zeigten sich vor und sieben Tage nach der OP keine signifikanten Unterschiede (Abb. 12 C).
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Abb. 12: Soziale Diskriminierung und Aggressions- und Sexualverhalten vor und sieben Tage nach der

OP.

J2 wurde wihrend Choice sowohl vor der OP (A) als auch sieben Tage nach der OP (B) signifikant ldnger
untersucht als J1 (n = 25). (C) Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Dauer des Aggressi-
ons- und Sexualverhaltens gegentiber J1 wihrend des Samplings bzw. gegeniiber J1 und J2 wéhrend Choice
vor der OP (linke Spalte) und sieben Tage nach der OP (rechte Spalte). J: Jungtier; S: Sampling; MW +
SEM; *** p <0,001; ** p <0,01; t-Test fiir gepaarte Stichproben; ° Daten nicht normalverteilt.

3.2.4 Soziale Diskriminierung nach Transport

Die Versuchstiere untersuchten nach a) dem Transport in den Injektionsraum (p = 0,0034;
Abb. 13 A), b) einer zuséitzlichen Isoflurannarkose (p = 0,0119; Abb. 13 B) bzw. c) einer zu-
satzlichen Scheininjektion (p = 0,0004; Abb. 13 C) J2 signifikant langer als J1.
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Abb. 13: Soziale Diskriminierung nach Transport.

Nach dem Transport in den Injektionsraum (A, n = 21) und zusétzlicher Isoflurannarkose (B, n = 30) oder
zusétzlicher Scheininjektion (C, n = 8) untersuchten die Versuchstiere J2 signifikant ldnger als J1. J: Jung-
tier; S: Sampling; MW + SEM; *** p < 0,001; ** p <0,01; * p <0,05; t-Test fiir gepaarte Stichproben.

3.2.5 Konzentration Muscimol

Wurde den Versuchstieren Muscimol in hohen Konzentrationen (1,1 mM; 2,2 mM;
4,4 mM) injiziert, so zeigten sie drei Stunden nach der Injektion deutlich messbare Verhal-
tensdnderungen (Abb. 14). Im Vergleich zu den mit NaCl-Losung behandelten Kontrolltieren
war die lokomotorische Aktivitit der Versuchstiere (Abb. 14 A) sowie ihre Reaktion auf takti-
le Stimulation (Abb. 14 B) reduziert und ihr Atemrhythmus veréndert (Abb. 14 C; Hecheln,
Schnappatmung, anormal erhohte oder erniedrigte Frequenz). Zudem zeigten die mit den drei
hohen Muscimol-Konzentrationen injizierten Versuchstiere keinerlei Untersuchungsverhalten
gegeniiber einem présentierten Jungtier (Abb. 14 D). Weitere, sporadisch aufgetretene Verhal-
tensauftilligkeiten der mit den drei hohen Muscimol-Konzentrationen injizierten Versuchstie-
re wurden beobachtet, jedoch nicht quantifiziert: Diese Versuchstiere kauerten gekriimmt,
teilweise zuckend oder sich ataktisch bewegend, mit geschlossenen Augen, aber nicht schla-
fend, letharg an einer Stelle ihres Versuchskéfigs und ignorierten duflere Stimuli. Auch ein
flaches Strecken ihres gesamten Korpers wurde vereinzelt beobachtet.

Wurde Muscimol in den Konzentrationen 367 uM und 110 uM injiziert, so entsprachen

die lokomotorische Aktivitdt, die Reaktion auf taktile Stimulation, der Atemrhythmus, die
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Abb. 14: Verhalten der Versuchstiere drei Stunden nach Injektion verschiedener Muscimol-

Konzentrationen in den NAMe.

Die lokomotorische Aktivitit (A), die Reaktion auf taktile Stimulation (B), der Atemrhythmus (C) und die
Untersuchungszeit gegeniiber einem Jungtier (D) waren nach Injektion von 4,4 mM (n = 5), 2,2 mM (n = 3)
und 1,1 mM (n = 2) Muscimol, im Vergleich zu den mit NaCIl-Ldsung injizierten Kontrolltieren, verdndert.
Nach der Injektion von 367 uM (n = 3) oder 110 uM (n = 2) Muscimol entsprach das Verhalten der Ver-
suchstiere dem der Kontrolltiere. A, B und C: m Einzelwerte und MW + SEM; D: MW + SEM.

3.2.6 Diffusion von Muscimol BODIPY TMR-X

1 mg des Feststoffes Muscimol BODIPY TMR-X lieB} sich, anders als in der Literatur be-

schrieben (Allen et al., 2008), weder in 1 ml noch in 2 ml NaCl-Losung oder durch zusétzli-

ches Schiitteln, Erwdrmen bzw. durch Ultraschall vollstindig l6sen. Auf den Einsatz des

organischen Losungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) wurde bewusst verzichtet, da dieses

die Diffusionseigenschaften beeinflusst und damit das Ergebnis verfdlscht hatte. Um dennoch
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einen Eindruck von der Diffusion zu erhalten, wurde das teilweise geloste Muscimol
BODIPY TMR-X in den rechnerisch angestrebten Konzentrationen 367 uM und 823 uM inji-
ziert. In den Hirnschnitten dreier von insgesamt zehn injizierten Versuchstieren konnte keine
Fluoreszenz nachgewiesen werden. In den Hirnschnitten der restlichen Versuchstiere zeigte
sich unabhidngig von der injizierten Muscimol BODIPY TMR-X-Konzentration folgendes
Bild: Das Muscimol BODIPY TMR-X konzentrierte sich, ohne in das Gewebe hineinzudif-
fundieren, entweder als Pfropfen im Gewebe aullerhalb der -eigentlichen Kaniilen-
/Injektionsposition (Abb. 15 A — C) oder als Pfropfen direkt an der Injektionsstelle (Abb. 15
D — F). In den Hirnschnitten einer Maus (823 uM) war weder an der Injektionsstelle noch im
umgebenden Gewebe ein Pfropfen zu erkennen, jedoch zeigte sich um die Injektionsstelle
herum eine geringfiigige Fluoreszenz im Gewebe (ventral: ca. 200 um; dorsal entlang des

Kaniilenstichkanals > 400 um). Diese erreichte jedoch nicht den NAMe (Abb. 15 G —J).

Phasenkontrast Muscimol BODIPY Uberlagerung

367 uM

823 uM

Phasenkontrast Muscimol BODIPY Phasenkontrast Muscimol BODIPY

823 uM

Abb. 15: Versuch der Darstellung des Diffusionsareals von Muscimol BODIPY TMR-X.

(A - C) Diffusionsareal von Muscimol BODIPY TMR-X in der Konzentration 367 pM. (D — J) Diffusi-
onsareal von Muscimol BODIPY TMR-X in der Konzentration 823 uM. NAMe: Nucleus amygdalae
medialis; opt: Tractus opticus; Maf3stab: 200 pm.
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3.2.7 c-Fos-Synthese nach Injektion von Anisomycin versus NacCl-
Losung

Die Untersuchungszeiten der beiden Versuchstiergruppen gegeniiber den Jungtieren wéh-
rend der vierminiitigen Exposition waren nicht signifikant verschieden (p = 0,3095; Abb. 16
A). Die Anzahl c-Fos-immunpositiver Zellen nach der Injektion von NaCl-Losung in den
NAMe drei Stunden vor einer Jungtierexposition lag im Pir bei 82,13 + 13,59 (Abb. 16 C, E,
K) und im NAMe bei 26,75 £+ 6,632 (Abb. 16 G, I, L). Im Vergleich dazu war die Anzahl
c-Fos-immunpositiver Zellen nach der Injektion von Anisomycin in den NAMe drei Stunden
vor einer Jungtierexposition sowohl im Pir (15,79 + 3,786; p = 0,0015; Abb. 16 D, F, K) als
auch im NAMe (5,033 +2,157; p = 0,0144; Abb. 16 H, J, L) signifikant reduziert.
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Abb. 16: c-Fos-Synthese nach Injektion von Anisomycin versus NaCl-Losung in den NAMe der Ver-
suchstiere drei Stunden vor einer Jungtierexposition (n = 5).

(A) Es gab keinen signifikanten Unterschied der beiden Versuchstiergruppen in der Untersuchungszeit ge-
geniiber einem Jungtier wihrend der vierminiitigen Exposition (MW + SEM). (B) zeigt anhand einer
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schematischen Darstellung eines Frontalschnittes durch das Méusehirn (modifiziert nach: Franklin &
Paxinos, 1997) die Positionen, an denen reprisentative Bilder im Bereich des NAMe und des Pir aufge-
nommen wurden. (C — F) reprédsentative Abbildungen im Bereich des Pir nach Injektion von NaCl-Losung
(C, E) und nach Injektion von Anisomycin (D, F). (G — J) reprisentative Abbildungen im Bereich des
NAMe nach Injektion von NaCl-Losung (G, 1) und nach Injektion von Anisomycin (H, J). Die Abbildun-
gen E, F, I, J (Objektiv: 20 x) stellen einen vergroBerten Ausschnitt der jeweils dariiber liegenden Abbil-
dungen C, D, G, H (Objektiv: 10 x) dar. Die Anzahl c-Fos-immunpositiver Zellen war nach der Injektion
von Anisomycin, im Vergleich zu der Anzahl c-Fos immunpositiver Zellen nach Injektion von NaCl-
Ldsung, sowohl im Pir (K) als auch im NAMe (L) signifikant reduziert (m Einzelwerte; — MW). ANI: Ani-
somycin; J: Jungtierexposition, NAMe: Nucleus amygdalae medialis; opt: Tractus opticus; Pir: Nucleus
piriformis; Mafstab: 200 um (C, D, G, H), 100 um (Detailaufnahmen E, F, 1, J); ** p < 0,01; * p < 0,05;
t-Test; © Daten nicht normalverteilt.

3.3 Hauptversuche
3.3.1 Injektion von Lidocain versus NaCl-Losung

3.3.1.1 Soziale Diskriminierung

Die operierten Versuchstiere untersuchten im Verhaltenstest vor den Injektionsexperi-
menten J2 signifikant langer als J1 (p < 0,0001; Abb. 17 A). Zwei der 33 Versuchstiere, die
alle im Verhaltenstest vor ihrer OP J2 ldnger als J1 untersuchten, untersuchten in diesem Test
J1 lénger als J2.

Die zu den Zeitpunkten direkt vor dem Sampling (p = 0,2905), drei Stunden nach dem
Sampling (p = 0,1093) und direkt vor Choice (p = 0,2221) mit NaCl-Losung behandelten Ver-
suchstiere zeigten wihrend Choice keine Unterschiede in der Untersuchungszeit gegeniiber
beiden Jungtieren. Nach der Injektion von Lidocain direkt vor dem Sampling (p = 0,0191,
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: p = 0,0353) bzw. drei Stunden nach dem Sampling (p =
0,0113) untersuchten die Versuchstiere wihrend Choice J2 signifikant ldnger als J1. Im Ge-
gensatz dazu gab es keine Unterschiede in der Untersuchungszeit gegeniiber beiden Jungtie-
ren nach der Behandlung der Versuchstiere mit Lidocain direkt vor Choice (p = 0,3092;
Abb. 17 B).

Die mit Hilfe der randomisierten Block-ANOVA bzw. der einfaktoriellen ANOVA fiir
wiederholte Messungen errechneten Werte (Freiheitsgrade, F- und p-Werte) sind im Anhang
(8.2.1) aufgefiihrt.

ANOVA - Injektion direkt vor dem Sampling:

Die randomisierte Block-ANOVA zeigte einen signifikanten Effekt des Faktors Jungtier
und eine signifikante Interaktion der Faktoren Behandlung und Jungtier. Der anschlieBend
durchgefiihrte Newman-Keuls-Test ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede. Auch die
einfaktorielle ANOVA fiir wiederholte Messungen zeigte einen signifikanten Effekt zwischen
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den Gruppen. J2 wurde von den Versuchstieren, denen Lidocain injiziert wurde, signifikant
langer untersucht als J1 (p < 0,05). Wurden die Versuchstiere mit NaCl-Losung behandelt, so
zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in den Untersuchungszeiten gegeniiber
beiden Jungtieren.

ANOVA - Injektion drei Stunden nach dem Sampling:

Die randomisierte Block-ANOVA zeigte einen signifikanten Effekt des Faktors Jungtier,
jedoch keine signifikante Interaktion der Faktoren Behandlung und Jungtier. Auch die einfak-
torielle ANOVA fiir wiederholte Messungen zeigte einen signifikanten Effekt. J2 wurde von
den mit Lidocain behandelten Versuchstieren signifikant ldnger untersucht als J1 (p < 0,05).
Wurde den Versuchstieren NaCl-Losung injiziert, so zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied in den Untersuchungszeiten gegeniiber beiden Jungtieren.

ANOVA - Injektion direkt vor Choice:

Sowohl die randomisierte Block-ANOVA als auch die einfaktorielle ANOVA fiir wie-

derholte Messungen zeigten keine signifikanten Effekte.
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Abb. 17: Soziale Diskriminierung nach Injektion von Lidocain versus NaCl-Losung.

(A) Vor den Injektionsexperimenten untersuchten die operierten Versuchstiere J2 signifikant ldnger als J1
(n = 33). (B) Nach der Injektion direkt vor dem Sampling (linke Spalte, n = 15) und auch nach der Injektion
drei Stunden nach dem Sampling (mittlere Spalte, n = 14) untersuchten die mit Lidocain injizierten Ver-
suchstiere J1 signifikant langer als J2. Wurde den Versuchstieren zu diesen Zeitpunkten NaCl-Losung inji-
ziert, so zeigten sich keine Unterschiede in der Untersuchungszeit gegeniiber beiden Jungtieren. Auch nach
der Injektion von NaCl-Losung oder Lidocain direkt vor Choice (rechte Spalte, n = 17) gab es keinen signi-
fikanten Unterschied in der Untersuchungszeit gegeniiber J1 und J2. J: Jungtier; Lido: Lidocain;
S: Sampling; MW + SEM; *** p < 0,001; * p < 0,05; t-Test fiir gepaarte Stichproben; ° Daten nicht nor-
malverteilt.
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3.3.1.2 Aggressions- und Sexualverhalten

In der Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens (Abb. 18 A) und in der Anzahl der
Verhaltensepisoden (Abb. 18 B) der Versuchstiere gegeniiber den Jungtieren wahrend des
Verhaltenstests ohne vorherige Injektion (Basalwerte) und nach den Injektionen von NaCl-
Losung bzw. Lidocain direkt vor dem Sampling zeigten sich signifikante Unterschiede wih-
rend des Samplings (p < 0,0001), jedoch nicht wiahrend Choice (Dauer: p = 0,1969; Anzahl
Verhaltensepisoden: p = 0,0891). Nach der Injektion von NaCl-Lésung bzw. nach der Injekti-
on von Lidocain war sowohl die Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens als auch die
Anzahl der Verhaltensepisoden wihrend des Samplings im Vergleich zu den Basalwerten
signifikant (p < 0,001) reduziert (Abb. 18 A und B, linke Spalte).

In der Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens (F».6 = 4,465; p = 0,0215) und in
der Anzahl der Verhaltensepisoden (p = 0,0027) der Versuchstiere gegeniiber den Jungtieren
wiéhrend des Verhaltenstests ohne vorherige Injektion (Basalwerte) und nach den Injektionen
mit NaCl-Losung bzw. Lidocain drei Stunden nach dem Sampling zeigten sich signifikante
Unterschiede wihrend Choice. Wurde den Versuchstieren Lidocain injiziert, so war sowohl
die Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens (p < 0,05) als auch die Anzahl der Verhal-
tensepisoden (p < 0,01) im Vergleich zu den Basalwerten signifikant reduziert (Abb. 18 A
und B, mittlere Spalte).

In der Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens der Versuchstiere und in der Anzahl
der Verhaltensepisoden gegeniiber den Jungtieren wihrend des Verhaltenstests ohne vorheri-
ge Injektion (Basalwerte) und nach den Injektionen mit NaCl-Losung bzw. Lidocain direkt
vor Choice zeigten sich signifikante Unterschiede wahrend Choice (p < 0,0001). Nach der
Injektion von NaCl-Lésung (p < 0,01) bzw. nach der Injektion von Lidocain (p < 0,001) war
die Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens und die Anzahl der Verhaltensepisoden
wihrend Choice im Vergleich zu den Basalwerten signifikant reduziert (Abb. 18 A und B,

rechte Spalte).
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Abb. 18: Aggressions- und Sexualverhalten nach Injektion von Lidocain versus NaCl-Losung.

(A) Dauer und (B) Anzahl der Verhaltensepisoden wihrend des Samplings und wéhrend Choice nach der
Injektion direkt vor dem Sampling (linke Spalte, n = 15), wihrend Choice nach der Injektion drei Stunden
nach dem Sampling (mittlere Spalte, n = 14) und wéhrend Choice nach der Injektion direkt vor Choice
(rechte Spalte, n = 17). Nach der Injektion von NaCl-Losung bzw. Lidocain direkt vor dem Sampling zeigte
sich eine signifikante Reduktion im Aggressions- und Sexualverhalten wihrend des Samplings im Ver-
gleich zu den Basalwerten des Aggressions- und Sexualverhaltens. Nach der Injektion von Lidocain drei
Stunden nach dem Sampling war wihrend Choice das Aggressions- und Sexualverhalten der Versuchstiere
gegeniiber deren Aggressions- und Sexualverhalten ohne Injektion (Basal) signifikant reduziert. Nach der
Injektion von NaCl-Losung bzw. Lidocain direkt vor Choice zeigte sich eine signifikante Reduktion im
Aggressions- und Sexualverhalten der Versuchstiere wihrend Choice im Vergleich zu deren Aggressions-
und Sexualverhaltens ohne Injektion. Lido: Lidocain; MW + SEM; a vs. b, a”" vs. b"”" p < 0,001; a’" vs. ¢/,
a’’ vs. ¢’ p < 0,01; Friedman-Test, anschlieBend Dunn-Test; a” vs. d” p < 0,05; ANOVA, anschliefend
Dunnett’s-Test; © Daten nicht normalverteilt.
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3.3.2 Injektion von Muscimol versus NaCl-Lésung

3.3.2.1 Soziale Diskriminierung

Die operierten Versuchstiere untersuchten im Verhaltenstest vor den Injektionsexperi-
menten J2 signifikant ldnger als J1 (p < 0,0001; Abb. 19 A). Eines der 30 Versuchstiere, die
alle im Verhaltenstest vor ihrer OP J2 lénger als J1 untersuchten, untersuchte in diesem Test
J1 lénger als J2.

Wurden die Versuchstiere drei Stunden vor dem Sampling (p = 0,0424) oder drei Stunden
vor Choice (p = 0,0035) mit NaCl-Losung injiziert, so untersuchten sie wihrend Choice J2
signifikant ldnger als J1. Die Versuchstiere, denen drei Stunden vor dem Sampling Muscimol
injiziert wurde, untersuchten keines der beiden wihrend Choice présentierten Jungtiere signi-
fikant langer als das andere Jungtier (p = 0,0965, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: p =0,08).
Im Gegensatz dazu untersuchten die Versuchstiere, denen drei Stunden vor Choice Muscimol
injiziert wurde, J2 signifikant langer als J1 (p = 0,0035; Abb. 19 B).

Im Kontrolltest nach allen Injektionsexperimenten war, wahrend Choice, die Untersu-
chungszeit der Versuchstiere gegeniiber J2 signifikant ldnger als gegeniiber J1 (p = 0,0081;
Abb. 19 C).

Die mit Hilfe der randomisierten Block-ANOVA bzw. der einfaktoriellen ANOVA fiir
wiederholte Messungen errechneten Werte (Freiheitsgrade, F- und p-Werte) sind im Anhang
(8.2.2) aufgefiihrt.

ANOVA - Injektion drei Stunden vor dem Sampling:

Die randomisierte Block-ANOVA ergab einen signifikanten Effekt des Faktors Jungtier,
jedoch keine signifikante Interaktion der Faktoren Behandlung und Jungtier. Die einfaktoriel-
le ANOVA fiir wiederholte Messungen zeigte keinen signifikanten Effekt zwischen den
Gruppen.

ANOVA - Injektion drei Stunden vor Choice:

Die randomisierte Block-ANOVA zeigte einen signifikanten Effekt des Faktors Jungtier,
jedoch keine signifikante Interaktion der Faktoren Behandlung und Jungtier. Die einfaktoriel-
le ANOVA zeigte einen signifikanten Effekt. J2 wurde sowohl nach der Injektion der Ver-
suchstiere mit NaCl-Losung (p < 0,01) als auch nach der Injektion von Muscimol (p < 0,05)

signifikant ldnger untersucht.
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Abb. 19: Soziale Diskriminierung nach Injektion von Muscimol versus NaCl-Losung.

(A) Vor den Injektionsexperimenten untersuchten die operierten Versuchstiere J2 signifikant langer als J1
(n = 30). (B) Wurde den Versuchstieren drei Stunden vor dem Sampling (linke Spalte, n = 19) oder drei
Stunden vor Choice (rechte Spalte, n = 15) NaCl-Losung injiziert, untersuchten sie J2 signifikant langer als
J1. Wurde den Versuchstieren Muscimol drei Stunden vor dem Sampling injiziert, so zeigte sich wéhrend
Choice kein signifikanter Unterschied in der Untersuchungszeit gegeniiber beiden Jungtieren. Wurde ihnen
Muscimol drei Stunden vor Choice injiziert, untersuchten sie J2 signifikant langer. (C) Im Verhaltenstest
nach allen Injektionsexperimenten untersuchten die Versuchstiere (n = 28) J2 wihrend Choice signifikant
langer als J1. J: Jungtier; S: Sampling; MW + SEM; *** p < 0,001; ** p <0,01; * p < 0,05; t-Test fiir ge-
paarte Stichproben; ° Daten nicht normalverteilt.
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3.3.2.2 Aggressions- und Sexualverhalten

In der Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens (Abb. 20 A) und in der Anzahl der
Verhaltensepisoden (Abb. 20 B) der Versuchstiere gegeniiber den Jungtieren wahrend des
Verhaltenstests ohne vorherige Injektion (Basalwerte) und nach den Injektionen von NaCl-
Losung bzw. Muscimol drei Stunden vor dem Sampling zeigten sich signifikante Unterschie-
de wihrend des Samplings (Dauer: p = 0,0112; Anzahl Verhaltensepisoden: p = 0,0221), je-
doch nicht wihrend Choice (Dauer: p = 0,6514; Anzahl Verhaltensepisoden: p = 0,5558).
Nach der Injektion von Muscimol war die Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens wih-
rend des Samplings gegeniiber der Dauer des Aggressions- und Sexualverhalten ohne vorheri-
ge Injektion (Basalwerte) signifikant (p < 0,05) reduziert (Abb. 20 A, linke Spalte).

Im Gegensatz zur Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens der Versuchstiere ge-
geniiber den Jungtieren wahrend des Verhaltenstests (p = 0,0994) zeigten sich signifikante
Unterschiede in der Anzahl der Verhaltensepisoden wihrend Choice (p = 0,0489) ohne vorhe-
rige Injektion (Basalwerte) und nach den Injektionen mit NaCl-Losung bzw. Muscimol drei
Stunden vor Choice. Nach der Injektion von Muscimol (p < 0,05) war die Anzahl der Verhal-
tensepisoden wihrend Choice im Vergleich zu den Basalwerten signifikant reduziert (Abb. 20
B, rechte Spalte).
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Abb. 20: Aggressions- und Sexualverhalten nach Injektion von Muscimol versus NaCl-Losung.

(A) Dauer und (B) Anzahl der Verhaltensepisoden wihrend des Samplings und wéhrend Choice nach der
Injektion drei Stunden vor dem Sampling (linke Spalte, n = 19) und wihrend Choice nach der Injektion drei
Stunden vor Choice (rechte Spalte, n = 15). Nach der Injektion von Muscimol drei Stunden vor dem
Sampling war die Dauer des Aggressions- und Sexualverhalten der Versuchstiere gegeniiber der Dauer oh-
ne Injektion (Basal) wihrend des Samplings signifikant reduziert. Nach der Injektion von Muscimol drei
Stunden vor Choice zeigte sich eine signifikante Reduktion in der Anzahl der Verhaltensepisoden wéhrend
Choice im Vergleich zu der Anzahl der Verhaltensepisoden ohne Injektion. MW + SEM; a vs. b, p < 0,05;
Friedman-Test, anschlieBend Dunn-Test; © Daten nicht normalverteilt.

48



ERGEBNISSE

3.3.3 Injektion von Anisomycin versus NaCl-Losung

3.3.3.1 Soziale Diskriminierung

Die operierten Versuchstiere untersuchten im Verhaltenstest vor den Injektionsexperi-
menten J2 signifikant langer als J1 (p = 0,0003; Abb. 21 A). Zwei der 20 Versuchstiere, die
alle im Verhaltenstest vor ihrer OP J2 ldnger als J1 untersuchten, untersuchten in diesem Test
J1 langer als J2.

Sowohl die drei Stunden vor dem Sampling (p = 0,0019) als auch die drei Stunden vor
Choice (p = 0,0138) mit NaCl-L6sung behandelten Versuchstiere untersuchten J2 signifikant
langer als J1. Wurde den Versuchstieren drei Stunden vor dem Sampling Anisomycin inji-
ziert, so untersuchten sie wahrend Choice J1 signifikant langer (p = 0,0078). Nach der Injek-
tion von Anisomycin drei Stunden vor Choice gab es keinen signifikanten Unterschied in der
Untersuchungszeit gegeniiber J1 und J2 (p = 0,6285, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: p =
0,4488; Abb. 21 B).

Die Versuchstiere untersuchten im Kontrolltest nach allen Injektionsexperimenten J2 sig-
nifikant langer als J1 (p = 0,0031; Abb. 21 C).

Die mit Hilfe der randomisierten Block-ANOVA bzw. der einfaktoriellen ANOVA fiir
wiederholte Messungen errechneten Werte (Freiheitsgrade, F- und p-Werte) sind im Anhang
(8.2.3) aufgefiihrt.

ANOVA - Injektion drei Stunden vor dem Sampling:

Die randomisierte Block-ANOVA zeigte eine signifikante Interaktion der Faktoren Be-
handlung und Jungtier. Wurden den Versuchstieren NaCIl-Losung injiziert, so untersuchten sie
J2 signifikant langer (p < 0,01). Die einfaktorielle ANOVA fiir wiederholte Messungen zeigte
einen signifikanten Effekt zwischen den Gruppen. J2 wurde nach der Injektion der Ver-
suchstiere mit NaCl-Losung von diesen signifikant ldnger untersucht (p < 0,01). Wurden die
Versuchstiere mit Anisomycin injiziert, so untersuchten sie J1 signifikant langer (p < 0,05).

ANOVA - Injektion drei Stunden vor Choice:

Die randomisierte Block-ANOVA zeigte einen signifikanten Effekt fiir den Faktor Be-
handlung, jedoch keine signifikante Interaktion der Faktoren Behandlung und Jungtier. Die
einfaktorielle ANOVA zeigte einen signifikanten Effekt zwischen den einzelnen Gruppen,
jedoch untersuchten die Versuchstiere weder nach Injektion mit NaCl-Losung noch nach

Injektion mit Anisomycin J2 signifikant ldnger.
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Abb. 21: Soziale Diskriminierung nach Injektion von Anisomycin versus NaCl-Lésung.

(A) Vor den Injektionsexperimenten untersuchten die operierten Versuchstiere J2 signifikant langer als J1
(n = 20). (B) Die mit Anisomycin drei Stunden vor dem Sampling (linke Spalte, n = 18) behandelten Ver-
suchstiere untersuchten wihrend Choice J1 signifikant ldnger als J2. Wurde den Versuchstieren Anisomy-
cin drei Stunden vor Choice (rechte Spalte, n = 17) injiziert, so zeigten sie keine Unterschiede in der
Untersuchungszeit gegeniiber beiden Jungtieren. Im Gegensatz dazu untersuchten die Versuchstiere wéh-
rend Choice J2 signifikant ldnger als J1, wenn ihnen NaCl-Losung zu den entsprechenden Zeitpunkten inji-
ziert wurde. (C) Im Kontrollexperiment nach Beendigung der Injektionsexperimente untersuchten die
Versuchstiere wihrend Choice J2 signifikant linger als JI (n = 17). ANI: Anisomycin; J: Jungtier;
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S: Sampling; MW + SEM; *** p < 0,001; ** p <0,01; * p <0,05; t-Test fiir gepaarte Stichproben; ° Daten
nicht normalverteilt.

3.3.3.2 Aggressions- und Sexualverhalten

In der Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens (Abb. 22 A) und in der Anzahl der
Verhaltensepisoden (Abb. 22 B) der Versuchstiere gegeniiber den Jungtieren wéhrend des
Verhaltenstests ohne vorherige Injektion (Basalwerte) und nach den Injektionen von NaCl-
Losung bzw. Anisomycin drei Stunden vor dem Sampling zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede wéhrend des Samplings (Dauer: p = 0,1975; Anzahl Verhaltensepisoden: p =
0,2818) und wihrend Choice (Dauer: p = 0,3912; Anzahl Verhaltensepisoden: p = 0,5108;
Abb. 22 A und B, linke Spalte).

Wihrend des Verhaltenstests ohne vorherige Injektion (Basalwerte) und nach den Injekti-
onen mit NaCl-Losung bzw. Anisomycin drei Stunden vor Choice zeigten sich signifikante
Unterschiede sowohl in der Dauer des Aggressions- und Sexualverhaltens als auch in der An-
zahl der Verhaltensepisoden der Versuchstiere gegeniiber den Jungtieren wihrend Choice
(sowohl Dauer als auch Anzahl Verhaltensepisoden: p = 0,038; Abb. 22 A und B, rechte Spal-
te). Der Dunn-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede nach der Injektion von Anisomy-

cin bzw. NaCl-Losung im Vergleich zu den Basalwerten auf.
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Abb. 22: Aggressions- und Sexualverhalten nach Injektion von Anisomycin versus NaCl-Losung.

(A) Dauer und (B) Anzahl der Verhaltensepisoden wihrend des Samplings und wéhrend Choice nach der
Injektion drei Stunden vor dem Sampling (linke Spalte, n = 18) und wihrend Choice nach der Injektion drei
Stunden vor Choice (rechte Spalte, n = 17). ANI: Anisomycin; MW + SEM; ° Daten nicht normalverteilt.

3.3.4 c-Fos-Synthese nach Prasentation der volatilen Fraktion der , olfak-

torischen Signatur® im VFC

Die Versuchstiere untersuchten die volatile Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur® eines

Jungtieres signifikant ldnger als die Kontrolltiere die Raumluft (p = 0,0097; Abb. 23 A). Die

Anzahl c-Fos-immunpositiver Zellen nach der Prasentation von Raumluft lag im Pir bei 16,98

+ 3,003 (Abb. 23 C, E, K) und im NAMe bei 3,879 + 0,7298 (Abb. 23 G, I, L). Im Vergleich

dazu war die Anzahl c-Fos-immunpositiver Zellen nach der Prédsentation der volatilen
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Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur eines Jungtieres sowohl im Pir (32,63 + 4,552; p =
0,0209; Abb. 23 D, F, K) als auch im NAMe (11,53 + 2,037; p = 0,0076; Abb. 23 H, J, L)
signifikant erhoht.
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Abb. 23: c-Fos-Synthese nach der Présentation der volatilen Fraktion der ,,0lfaktorischen Signatur eines
Jungtieres versus Raumluft (Kontrolle) im VFC (n =5).

(A) Die Versuchstiere, denen die volatile Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur” eines Jungtieres fiir vier
Minuten présentiert wurde, untersuchten diese signifikant ldnger als die Kontrolltiere die Raumluft (MW +
SEM). (B) zeigt anhand einer schematischen Darstellung eines Frontalschnittes durch das Mausehim
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(modifiziert nach: Franklin & Paxinos, 1997) die Positionen, an denen reprasentative Bilder im Bereich des
NAMe und des Pir aufgenommen wurden. (C — F) reprisentative Abbildungen im Bereich des Pir der Kon-
trolltiere (C, E) und der Versuchstiere, denen die volatile Fraktion der ,,0lfaktorischen Signatur eines
Jungtieres prasentiert wurde (D, F). (G — J) repréisentative Abbildungen im Bereich des NAMe der Kon-
trolltiere (G, 1) und der Versuchstiere, denen die volatile Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur eines Jung-
tieres prasentiert wurde (H, J). Die Abbildungen E, F, I, J (Objektiv: 20 x) stellen einen vergroferten
Ausschnitt der jeweils dariiber liegenden Abbildungen C, D, G, H (Objektiv: 10 x) dar. Die Anzahl c-Fos-
immunpositiver Zellen war nach der Prisentation der volatilen Fraktion der ,,0lfaktorischen Signatur eines
Jungtieres, im Vergleich zu der Anzahl c-Fos immunpositiver Zellen nach der Présentation von Raumluft,
sowohl im Pir (K) als auch im NAMe (L) signifikant erhoht (w Einzelwerte; — MW). J volatil: Prasentation
der volatilen Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur eines Jungtieres; NAMe: Nucleus amygdalae medialis;
opt: Tractus opticus; Pir: Nucleus piriformis; Mafistab: 200 pm (C, D, G, H), 100 um (Detailaufnahmen E,
F,1,J); ¥** p<0,01; * p <0,05; t-Test (A: Mann-Whitney-U-Test); ° Daten nicht normalverteilt.
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4 DISKUSSION

Basierend auf in der Literatur beschriebenen Befunden war es Ziel der vorliegenden
Arbeit, Aufschluss iiber den Zeitpunkt (Akquisition/Konsolidierung, Abrufen) und die Art
(Informationsweiterleitung, Informationsspeicherung) der Beteiligung des NAMe an den Pro-
zessen des sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnisses von Méusen zu erhalten. Um
dieses Ziel zu erreichen, wurden inhibitorisch wirkende Substanzen wihrend des Verhaltens-
tests auf die soziale Diskriminierung in den NAMe von Maiusen injiziert. Verdnderungen in
der Langzeit-Gedichtnisleistung der Versuchstiere nach diesen Behandlungen sollten Riick-

schliisse auf die Funktion des NAMe fiir das soziale Wiedererkennungsgedichtnis zulassen.

4.1 Vorbetrachtungen

Zunichst war es notwendig, eine Reihe von Vorversuchen durchzufiihren, um sicherzu-
stellen, dass die Ergebnisse der Hauptversuche ausschlieBlich den dort durchgefiihrten Be-
handlungen und nicht etwa einem moglichen Einfluss des Geschlechtes der Stimulusjungtiere,
der OP, der Platzierung der implantierten Fithrungskaniilen und/oder des Transportes zuzu-

schreiben waren.

Die histologische Uberpriifung der Kaniilenplatzierung erfolgte post mortem fiir jedes
Versuchstier. Das Gewebe des NAMe wurde durch die Fiihrungskaniilen und durch die Injek-
tion (Injektionskaniilen, Fliissigkeitsvolumen und Injektionsdruck) nicht derart geschidigt
(Abb. 9), dass beobachtete Verhaltensinderungen darauf hitten zurlickgefiihrt werden kon-
nen. Durch die Kaniilenplatzierung war gewihrleistet, dass das Gewebe des NAMe nicht me-
chanisch ladiert wurde, die Substanzen aber dennoch nahe genug an das Zielareal heran

injiziert wurden, um in dieses hineindiffundieren zu kdnnen.

Es wurden keine Unterschiede im Verhalten der Versuchstiere gegeniiber Jungtieren
ménnlichen oder weiblichen Geschlechtes nachgewiesen (Abb. 10). Auch von Ratten wurde
berichtet, dass die Untersuchungszeit gegeniiber einem Jungtier unabhingig von dessen Ge-
schlecht ist (Thor, 1980). Das relativ geringe (ca. vier bis sechs Sekunden) Aggressions- und
Sexualverhalten gegeniiber den Stimulusjungtieren wird bestimmt durch deren Alter (Thor,
1980; Terranova et al., 1998), Geruch und Grofle (Taylor, 1982). Aus diesem Grund erfolgte

die Auswahl der Stimulusjungtiere fiir alle weiteren Versuche ausschlieBlich nach dem Alter.
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Die Studien zur Charakterisierung der postoperativen Erholungsphase ergaben, dass sich
durch die OP nicht nur die Kérpermasse (Abb. 11 A) sondern auch die Untersuchungszeit der
Versuchstiere gegeniiber einem Jungtier (Abb. 11 B) reduzierte. Die OP stellte einen schwer-
wiegenden Eingriff mit einer mehr als vier Stunden andauernden Vollnarkose dar. Es war
nicht Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die Schmerzantwort der Versuchstiere nach der OP im
Detail zu erfassen. Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass eine herabgesetzte Aktivitit
in Form der geringeren Untersuchungszeit (geringes Interesse am Jungtier) bis zum dritten
Tag nach der OP den, bedingt durch die OP, beeintrachtigten Gesundheitszustand des Ver-
suchstieres widerspiegelte. Auch die Verringerung der Kdrpermasse nach der OP kann, als
Folge von verminderter Wasser- und Futteraufnahme, als Indikator fiir Schmerz bzw. einen
verschlechterten korperlichen Zustand gewertet werden. Dariiber hinaus wurden subjektiv
mindestens 24 Stunden, aber nie ldnger als 48 Stunden, nach der OP leichte, nagertypische
Schmerzsymptome (ungepflegtes Haarkleid, verspannter, ataktischer Gang), jedoch keine
Automutilation oder Angriffe auf oder durch Kéafiggenossen beobachtet. Die Operation und
der mogliche OP-Schmerz hatten offensichtlich keinen Einfluss auf das Aggressions- und
Sexualverhalten gegeniiber den Jungtieren (Abb. 11 C). Die Versuchstiere erholten sich in
Hinblick auf ihre Korpermasse und ihr Verhalten gegeniiber den Stimulusjungtieren wihrend
der sieben Tage nach der OP vollstindig. Demzufolge darf postuliert werden, dass die Platzie-
rung der Fiihrungskaniilen die Hirnareale nicht maB3geblich beschéddigte, deren Funktion fiir
ein normales Verhalten (Untersuchung, Aggressions- und Sexualverhalten) gegeniiber einem
Artgenossen erforderlich war. Auflerdem ist ein Zeitraum von sieben Tagen nach einer sol-
chen OP ausreichend fiir die Erholung der Versuchstiere und wurde folglich vor dem Start

eines jeden Injektionsexperimentes gewéhlt.

Wie bereits erwéhnt, reflektiert die Untersuchungszeit den relativen Bekanntheitsgrad der
beiden, wiahrend Choice prisentierten Jungtiere. Eine signifikant geringere Untersuchungszeit
(Verhaltensantwort) gegeniiber J1 nach einem EI von 24 Stunden wird im Sinne des Vorhan-
denseins eines sozialen Langzeitgedachtnisses fiir J1 interpretiert (Engelmann et al., 1995).

Dieses Gedichtnis diente als Grundvoraussetzung fiir die spiteren Injektionsexperimente
und wurde daher fiir alle Versuchstiere vor der OP und sieben Tage nach deren OP iiberpriift
(Abb. 12). Die bereits in fritheren Studien beschriebene Féhigkeit der Méuse, ein soziales
Langzeitgedachtnis fiir Artgenossen zu bilden (Kogan et al., 2000; Richter et al., 2005), wur-
de hier bestétigt. Die OP hatte zu diesem Zeitpunkt keinen Einfluss auf die Verhaltensantwort,

d.h. die Versuchstiere waren auch nach der OP in der Lage, J1 wiederzuerkennen (Abb. 12 B;

57



DISKUSSION

Abb. 17 A; Abb. 19 A; Abb. 21 A). Dariiber hinaus zeigte sich sieben Tage nach der OP keine
Verdnderung im Aggressions- und Sexualverhalten der Versuchstiere gegeniiber den Jungtie-
ren wihrend des Samplings bzw. wéhrend Choice im Vergleich zu den entsprechenden Ver-
haltensantworten vor der OP (Abb. 12 C). Auch diese Resultate sind ein Hinweis fiir die
vollstdndige Erholung der Versuchstiere von der OP, da ein intaktes Sozialverhalten als Indiz
fiir das generelle Wohlbefinden gewertet wird (Dantzer et al., 1991). Zudem lieferten diese
Ergebnisse die Erkenntnis, dass durch die Implantation der Fiihrungskaniilen die Funktion
keines an der Ausbildung des sozialen Wiedererkennungsgedichtnisses fiir Artgenossen bzw.
an der Generierung von aggressivem Verhalten und/oder von Sexualverhaltensweisen betei-
ligten Hirnareals beeintrachtigt wurde. In den Hauptversuchen waren somit alle Verdnderun-
gen in der Diskriminierungsfahigkeit der Versuchstiere auf die wihrend dieser Versuche

applizierten Substanzen zuriickzufiihren.

Da sich alle Versuchstiere fiir die Verhaltensmessungen in einem Raum befanden, musste
ausgeschlossen werden, dass die Injektionsprozedur an einem Versuchstier von den anderen
Versuchstieren wahrgenommen wurde und so mdglicherweise deren Verhalten im Test beein-
flusste. Aus diesem Grund wurden die Versuchstiere fiir die Injektion der Substanzen in einen
anderen Raum transportiert. Die Ergebnisse belegen, dass weder der Transport (Abb. 13 A)
noch die Isoflurannarkose (Abb. 13 B) oder die Injektionsprozedur per se (Abb. 13 C) die
Diskriminierungsfahigkeiten der Versuchstiere storte. In anderen Studien wurde beschrieben,
dass sowohl bei Ratten (Burman & Mendl, 2000) als auch bei Mausen (Engelmann, 2009) ein
Kéfigwechsel bzw. die Pridsentation eines neuen Jungtieres zu verschiedenen Zeitpunkten
wihrend des Verhaltenstests die Fahigkeit zur sozialen Wiedererkennung hemmte (Interfe-
renz). Jedoch weisen die Ergebnisse der vorliegende Studie, bestétigt durch die fritherer Ar-
beiten (Richter et al., 2005; Wanisch et al., 2008; Engelmann, 2009), darauf hin, dass der
Transport der Versuchstiere in ihrem Versuchskéfig und der Umgang mit den Versuchstieren
zur Injektion von Substanzen unter Isoflurannarkose keinen storenden Einfluss auf das Wie-
dererkennungsgedichtnis fiir Artgenossen hat. Mdgliche Verdnderungen der Gedéchtnisleis-
tung in den Hauptversuchen sind daher mit groBer Sicherheit auf die Wirkung der injizierten

Substanzen zurickzufiihren.

Weitere Vorversuche waren erforderlich, um eine geeignete Muscimol-Konzentration fiir
die Injektion in den NAMe zu finden. Im Vergleich zu den mit NaCl-Losung behandelten

Kontrolltieren zeigten die Versuchstiere nach der bilateralen Injektion der hohen Muscimol-
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Konzentrationen deutliche Verhaltensanormalititen (Abb. 14), die eine Durchfiihrung des
Verhaltenstests unter diesen Bedingungen ausschlossen. Diese Verhaltensanormalitdten waren
nicht auf die Injektionsprozedur oder die Injektion von Substanzen an sich zuriickzufiihren, da
sie nach einer Scheininjektion oder der Injektion von NaCl-Ldsung, Lidocain oder Anisomy-
cin nicht beobachtet werden konnten.

Werden hohe Muscimol-Konzentrationen lokal injiziert, so bindet das Muscimol hoch
affin und lang anhaltend an die Rezeptoren in unmittelbarer Nihe zur Injektionsstelle. Je ho-
her die Muscimol-Konzentration ist, umso groBer ist auch das Diffusionsareal, in dem biolo-
gisch relevante Konzentrationen erreicht werden, die Rezeptorantworten ausldsen.
Tatsdachlich wurde in verschiedenen Studien berichtet, dass radioaktiv markiertes Muscimol
(in 8,8 mM unmarkiertem Muscimol gelost) bei einem Injektionsvolumen von 0,5 pl bis ma-
ximal 1,8 mm (Corcoran et al., 2005), bei einem Injektionsvolumen von 1 pl mit einem mitt-
leren Radius von 1,66 mm (Martin, 1991) und bei einem Injektionsvolumen von 0,05 — 0,4 ul
sogar bis iiber 3 mm (Edeline et al., 2002) in das umliegende Hirngewebe diffundiert. Die
Autoren dieser Studien vermuteten, dass, neben der direkt auf die Diffusion und die Sub-
stanzbindung zuriickzuflihrende Inhibition der lokalen und distalen Neuronen (Edeline et al.,
2002), auch eine verminderte Aktivitat weiter entfernter Neuronen durch die Blockade ihrer
Afferenzen wahrscheinlich ist (Martin, 1991; Arikan et al., 2002). Diese Mechanismen kon-
nen also die Beeinflussung der Aktivitét eines relativ grolen Hirnbereiches zur Folge haben.
Fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente bedeutete dies, dass
nach der Injektion der hohen Muscimol-Konzentrationen moglicherweise die Aktivitdt des
Hypothalamus und, zusétzlich zum NAMe, andere Teile des Corpus amygdaloideum beein-
flusst wurden. Der Hypothalamus ist an der Regulierung der Reaktion auf sensorische Stimuli
und Stress und anderer autonomer Funktionen beteiligt. Der Nucleus amygdalae centralis,
beispielsweise, spielt eine Rolle bei der Kontrolle der Aufmerksamkeit und, neben dem
Nucleus amygdalae basolateralis, der Verarbeitung von Furcht- bzw. Angstreaktionen. Die
Nuclei amygdalae basolateralis und basomedialis sind wichtig fiir die Steuerung der Motiva-
tion, des Entscheidungsverhaltens bei verschiedenen Wahlmdoglichkeiten und des Erkun-
dungsverhaltens (Yilmazer-Hanke, 2008). Die Beeinflussung der Aktivitit der beispielhaft
genannten Hirnareale allein konnte eine Erklarung fiir die fehlende Motivation, Stimulierbar-
keit, Aufmerksamkeit und den verdnderten Atemrhythmus der Versuchstiere nach der Injekti-
on von Muscimol liefern.

Die gestorten motorischen Funktionen (ataktische Bewegungen, gekriimmte Haltung)

sind mit einer moglichen Hemmung der Basalganglien durch Muscimol erklédrbar. Studien
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iiber Furchtkonditionierungsvorginge bei Méusen, in denen Muscimol in einer Konzentration
von 8,8 mM in den Cortex cingularis anterior (Tang et al., 2005), den Cortex entorhinalis
bzw. das Subiculum (Lewis & Gould, 2007) injiziert wurde oder Studien zur Objektwiederer-
kennung nach Injektion von Muscimol (8,8 mM) in den dorsalen Hippokampus (Oliveira et
al., 2010), liefern keine Informationen {iber mogliche Verhaltensauffilligkeiten der Ver-
suchstiere oder dhnliche Probleme mit dieser extrem hohen Konzentration. Es erscheint nicht
unplausibel, dass Injektionen in diese Gebiete durch deren Lage kaum Einfluss auf die Funk-
tionen der tiefer im Tel- und Dienzephalon gelegenen Hirnareale aufgrund von einfacher Sub-
stanzdiffusion haben.

Interessant ist hingegen, dass im Zusammenhang mit Injektionen vergleichsweise sehr
hoher Muscimol-Konzentrationen in tiefer im Tel- und Dienzephalon gelegene Hirnareale,
wie beispielsweise in den Nucleus suprachiasmaticus des Hypothalamus (22 mM Muscimol;
Gillespie et al., 1997), in die Nuclei amygdalae centralis (eingesetzte Muscimol-
Konzentration nicht eindeutig: Angabe: "4,4 nmol (3,3 ng/nl) in 300 nl NaCl-Losung"
entspricht 14,6 mM (28,9 mM); Angabe: "8,8 nmol (6,6 ng/nl) in 300 nl NaCIl-Losung"
entspricht 29,3 mM (57,8 mM); Jasnow & Huhman, 2001), in den Hippokampus bzw. den
Nucleus amygdalae basolateralis (3,6 mM; 7,3 mM; 9 mM; 10,9 mM Muscimol; Markham et
al., 2010) oder in den NAMe (5,5 mM; 11 mM Muscimol; Markham & Huhman, 2008) des
Goldhamsters keine entsprechenden Verhaltensauffilligkeiten beschrieben wurden. Entgegen
den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnissen nach Injektion der hohen Muscimol-
Konzentrationen (kein soziales Interesse am Artgenossen, verminderte Reaktion auf taktile
Stimulation, verminderte lokomotorische Aktivitit), beschrieben die Autoren dieser Arbeiten
(Jasnow & Huhman, 2001; Markham & Huhman, 2008; Markham et al., 2010), dass die Dau-
er sozialer und nicht-sozialer Verhaltensweisen der Versuchstiere gegeniiber einem adulten
Artgenossen nach der Injektion des Muscimols entweder nicht verdndert oder sogar verlan-
gert, wohingegen die Dauer unterordnender bzw. defensiver Verhaltensweisen (abhingig vom
Hirnareal, in das injiziert wurde) reduziert war. Dies spricht gegen eine generelle Inhibition
sozialer Verhaltensweisen oder der lokomotorischen Aktivitdt durch die Injektion von Mus-
cimol. Zudem wurde die Reaktion auf schmerzhafte Stimuli durch die bilaterale Injektion von
Muscimol in den Nucleus amygdalae centralis nicht beeinflusst (Jasnow & Huhman, 2001).
Eine Ausnahme zeigte sich in einem Experiment der Studie von Markham und Huhman
(2008) nach der Injektion von Muscimol (5,5 mM; 11 mM) in den NAMe. Soziale Verhal-
tensweisen waren in diesem Fall signifikant reduziert, nicht-soziale Verhaltensweisen (Loko-

motion, Erkundungsverhalten, Fressen, Putzen, Nestbau, Schlafen) waren signifikant erhoht,
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wobei die Autoren nicht darauf eingingen, ob der Anteil des Schlafens dabei eine (ausschlag-
gebende) Rolle spielte. Die Autoren bemerkten jedoch explizit, dass die Reduktion sozialer
Verhaltensweisen nicht fiir ihr Hauptergebnis, die Reduktion unterordnender Verhaltenswei-
sen, verantwortlich sei und dass Muscimol in den injizierten Konzentrationen keine unspezifi-
schen Effekte oder Ataxie ausloste (Markham & Huhman, 2008).

Auch nach der Injektion von 8,8 mM Muscimol in den Nucleus amygdalae basolateralis
(Muller et al., 1997; Huff & Rudy, 2004; Huff et al., 2005) oder in den dorsalen Hippokam-
pus (Corcoran & Maren, 2004; Corcoran et al., 2005) von Ratten wurden keine vergleichba-
ren Verhaltensauffilligkeiten beschrieben. Allerdings wurde in einer anderen Studie erwihnt,
dass die intrazerebroventrikuldre Injektion eines GABAA-Rezeptor-Agonisten (THIP, 5 pg in
5 ul NaCl-Losung) in Ratten Ataxie und Sedierung ausldste (Depaulis & Vergnes, 1983).

Sakamoto und Endo (2010) beschrieben bei Miusen die Injektion einer, den vorliegenden
Ergebnissen zufolge, relativ hohen Konzentration von 10 mM Muscimol (0,4 pl) in den
Nucleus amygdalae lateralis. Eine Diffusion des Muscimols ausgehend von dieser Injektions-
position hétte dhnliche Hirnareale betreffen und deren Funktion beeinflussen miissen, wie
nach Injektion in den NAMe, jedoch berichteten die Autoren nicht von vergleichbaren Auftal-
ligkeiten im Verhalten dieser Mause. Sie zeigten vielmehr, dass eine permanente Lision,
malgeblich der basalen und lateralen Kerngebiete, des Corpus amygdaloideum keinen Ein-
fluss auf die motorische Koordination oder das Schmerzempfinden der Maiuse hatte
(Sakamoto & Endo, 2010). Dem gegeniiber schilderte Frau Dr. Yulia Golub (Max-Planck-
Institut fiir Psychiatrie, Miinchen; unverodffentlicht) Verhaltensauffilligkeiten von Mausen
nach Injektion von Muscimol in einer Konzentration von 8,8 mM in den dorsalen Hippokam-
pus, die dem in der vorliegenden Arbeit beschriebenen, anormalen Verhalten dhnelten. Die
Versuchstiere konnten infolgedessen nicht den geplanten Konditionierungstests unterzogen
werden. Die hier beschriebenen Verhaltensauffilligkeiten nach der Injektion von 4,4 mM
Muscimol konnten von Frau Dr. Golub nach intrahippokampaler Gabe jedoch nicht bestitigt
werden. Fiir den Einsatz in den fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Injektionsexperi-
menten waren dariiber hinaus sogar die Muscimol-Konzentrationen 2,2 mM und 1,1 mM auf-
grund der offensichtlichen Verhaltensanderungen, einschlieBlich der eingeschrankten
Aktivitdt der Versuchstiere, vor allem aber aufgrund des ausbleibenden Untersuchens von
Stimulusjungtieren ungeeignet. Diese Ergebnisse widersprechen den bereits erwéhnten Stu-
dien iiber den erfolgreichen Einsatz hoher Muscimol-Konzentrationen. Sie lassen Zweifel an
der Eignung dieser Konzentrationen fiir die Untersuchung der Auswirkung von Inhibitionen

verschiedener Hirnareale auf das Verhalten von Versuchstieren auch in anderen Tests
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aufkommen, da auch fiir diese sowohl intrinsisch motivierte (Untersuchen von sozialen und
nicht-sozialen Stimuli, Lokomotion, Erkundungsverhalten) als auch responsive Verhaltens-
weisen (Reaktion auf Stimuli) und das Wohlbefinden der Versuchstiere Grundvoraussetzun-
gen sind. Die Interpretation gemessener Verhaltensparameter nach der Injektion hoher
Muscimol-Konzentrationen sollte daher mit Vorsicht und erst dann erfolgen, wenn ein verén-
dertes Wohlbefinden der Versuchstiere, deren verdnderte Aktivitdt und Reaktion auf Stimuli
als Ursachen sicher ausgeschlossen werden konnen.

Edeline und Mitarbeiter (2002) diskutierten, dass die Injektion niedriger Substanzkon-
zentration in kleinen Volumina der beste Weg ist, um die Diffusion zu limitieren. Zudem
zeigten Arikan und Mitarbeiter (2002), dass schon die relativ geringe Muscimol-
Konzentration von 30 nM die spontane elektrische Aktivitdt von Neuronen im Cerebellum
komplett blockieren kann. Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Versuchstiere zeigten
nach der intraamygdaloidalen Injektion von Muscimol in den beiden niedrigeren Konzentrati-
onen (367 uM und 110 uM) keine Verhaltensauffilligkeiten mehr (Abb. 14). Es sollte sicher-
gestellt werden, dass die Injektion eine groBtmdogliche Inhibition des NAMe bewirkte. Aus
diesen Griinden wurde fiir die Injektion in den Hauptversuchen die hohere Muscimol-
Konzentration (367 uM) gewihlt. Wie spéter beschrieben, reichte diese Konzentration aus,
um im Test auf die soziale Diskriminierung das Verhalten der Versuchstiere zu modulieren.
Jedoch kann die GroBe des durch die Diffusion der niedrigen Muscimol-Konzentrationen be-

einflussten Hirnbereiches nicht sicher bestimmt werden.

Nicht fiir jede der in den Hauptversuchen verwendeten Substanzen standen Daten fiir
deren Diffusion in verschiedenen Hirnarealen zur Verfiigung. Daher bedurfte es einer Verifi-
zierung der Substanzdiffusion im NAMe. Dies sollte mit Hilfe der Injektion von Muscimol
BODIPY TMR-X erfolgen. Wie schon angedeutet, hingt die biologisch effektive Diffusion
neben dem injizierten Volumen, der Substanzkonzentration und anderen Faktoren auch von
der verfiigbaren Zeit nach der Injektion bis zum Verhaltensversuch ab. Da die Injektion von
Anisomycin und Muscimol in den Hauptversuchen drei Stunden vor dem Sampling bzw. vor
Choice stattfanden, wurde auch die Diffusion des Muscimol BODIPY TMR-X drei Stunden
nach der Injektion untersucht.

Die Grundvoraussetzung der Loslichkeit des Muscimol BODIPY TMR-X in NaCl-
Losung ohne die Verwendung von DMSO war fiir die hier durchgefiihrten Experimente nicht
gegeben. Das in der Literatur beschriebene Losungs-Protokoll (Allen et al., 2008) konnte hier

nicht reproduziert werden und ist demnach kritisch zu bewerten.
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In den Hirnschnitten von sechs Versuchstieren wurde eine Ansammlung (Pfropfen) fluo-
reszierendes Muscimol BODIPY TMR-X entweder direkt an der Injektionsstelle (Abb. 15 D
— F) oder im umliegenden Gewebe, also nicht direkt am Ende der Injektionskaniile, nachge-
wiesen (Abb. 15 A — C). Es ist vorstellbar, dass grof3e, ungeloste Molekiile des Muscimol
BODIPY TMR-X in das Gewebe gedriickt wurden. In den Hirnschnitten dreier Versuchstiere
konnte keine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Dies lag mdglicherweise daran, dass das
Muscimol BODIPY TMR-X auch in diesen Tieren nicht in das Hirngewebe diffundierte und
die urspriinglich vorhandenen Substanzpfropfen spiter durch die Gewebspridparation ausge-
waschen wurden. Anhand der Hirnschnitte eines Versuchstieres entstand der Eindruck einer
ca. 200 bis 400 pm weiten, asymmetrischen Diffusion des Muscimol BODIPY TMR-X in das
Hirngewebe (Abb. 15 G — J), obgleich das Erscheinungsbild der Lasion vermuten ldsst, dass
auch bei diesem Versuchstier ein Grofiteil des Muscimol BODIPY TMR-X als Pfropfen in
das Gewebe gedriickt und anschlieBend aus den Hirnschnitten herausgewaschen wurde.

Nicholson (1985) diskutierte zwei theoretische Moglichkeiten des Verhaltens injizierter
Substanzen in Hirngewebe. Im ersten Fall bildet sich durch die injizierte Substanz ein Gewe-
behohlraum, in dem sich die Substanz ansammelt. Im zweiten Fall bildet sich durch die Injek-
tion kein Hohlraum, die Substanz diffundiert sofort in das umliegende Gewebe. Der Autor
ging davon aus, dass in der Praxis eine Kombination aus beiden Féllen zutrifft, d.h. es bildet
sich zu einem gewissen Grad ein Hohlraum, aus dem die Substanz dann in das umliegende
Gewebe diffundiert (Nicholson, 1985). Da sich das Muscimol BODIPY TMR-X nicht voll-
standig 16sen lieB, die Mehrzahl der Molekiile daher wahrscheinlich zu grofl war, um in das
Gewebe zu diffundieren, lag hier womoglich genau der Fall vor, dass sich ein grof8er Hohl-
raum gefiillt mit Muscimol BODIPY TMR-X bildete (,,Pfropfen*), aus dem dann ein geringer
Teil gelosten Muscimol BODIPY TMR-X in das Gewebe diffundieren konnte. Neben diesen
Modellen, in denen von einer sphirische Ausbreitung ausgegangen wird (Nicholson, 1985),
gibt es ein weiteres Modell der elliptischen Ausbreitung (Hupe et al., 1999), welches sich am
ehesten dazu eignet, die anhand der Hirnschnitte eines Tieres gewonnenen Beobachtungen
erkldren zu konnen. Diese elliptische Ausbreitung wurde dadurch begriindet, dass Substanzen
dazu tendieren, entlang des Kaniilentraktes nach oben zu flieBen (siche auch: Corcoran et al.,
2005). Auch Allen und Mitarbeiter (2008) beschrieben, dass Muscimol BODIPY TMR-X,
abhingig vom injizierten Hirnareal und der Gewebebeschaffenheit (Fasertrakte, mikroanato-
mische Grenzen zwischen Hirnarealen), asymmetrisch diffundiert. Vergleichbar mit der hier
dargestellten, asymmetrischen Diffusion des Muscimol BODIPY TMR-X (823 uM) {iber
200 bis 400 um diffundierte das Muscimol BODIPY TMR-X in der doppelten Konzentration

63



DISKUSSION

(1,6 mM) in dieser Studie ca. 0,5 bis 1 mm um die Injektionsstelle in das Gewebe (Allen et
al., 2008).

Da die Diffusion von Muscimol BODIPY TMR-X in wiéssrigem Milieu aufgrund des et-
wa sechsfach hoheren Molekulargewichtes und der lipophilen Eigenschaften des Fluoropho-
ranteils geringer ist, als die des reinen Muscimols (Allen et al., 2008), kann anhand dieser
Daten kein endgiiltiger Riickschluss auf die Diffusion des Muscimols in den Hauptversuchen
gezogen werden. Der Ermittlung des mdglichen, biologisch effektiven Diffusionsareals kon-
nen allgemeine Informationen aus der Literatur dienen. So ist bekannt, dass sich Farbstoffe,
die in einem Volumen bis zu 2 pl in thalamisches bzw. hypothalamisches Hirngewebe inji-
ziert wurden, sphirisch oder tropfenformig ausbreiten. Wurden 0,5 ul verschiedener Farbstof-
fe injiziert, so hatte das Diffusionsareal zehn bis 25 Minuten nach der Injektion einen
Durchmesser von 0,9 bis 1,6 mm. Unabhéngig vom Molekulargewicht der einzelnen Farbstof-
fe, zeigten sich jedoch bereits Unterschiede in der Grof3e des Diffusionsareals (Myers, 1966).
Verschiedene Substanzen diffundieren also, aufgrund ihrer chemischen und physikalischen
Eigenschaften, ungleich weit. Zudem ist davon auszugehen, dass die in der vorliegenden Ar-
beit verwendeten Substanzen aufgrund ihrer Interaktion mit Ionenkandlen und/oder Rezepto-
ren und/oder ihrer Aufnahme in Zellen unterschiedlich diffundierten und in ihrer
Diffusionsdistanz nur wenig vergleichbar mit Farbstoffen sind. Der effektive Radius der Sub-
stanzwirkung ist abhéngig von der eingesetzten Konzentration, der Konzentration, die es be-
darf, um einen Effekt auszuldsen, der Stirke der Bindung, der Loslichkeit im Zielgewebe, der
Abbaurate, dem Widerstand gegen den Druck der extrazelluldren Fliissigkeit und der Dauer
und Geschwindigkeit der Substanzinjektion. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war die
Durchfiihrung einer zweifelsfreien Analyse der konzentrationsabhidngigen Diffusion aufgrund
der undefinierten Menge an Muscimol BODIPY TMR-X in Losung und der fehlenden Anzahl
auswertbarer Hirnschnitte nicht mdglich. Zwar konnten daher keine endgiiltigen Aussagen
iiber das raumliche und zeitliche Verhalten der in den NAMe injizierten Substanzen getroffen,
jedoch kann postuliert werden: Geldste Molekiile diffundieren in das Gewebe des NAMe oh-

ne dort einen storenden Gewebeschaden zu hinterlassen.

Mit Hilfe der immunhistochemischen Untersuchung der c-Fos-Synthese nach der Injekti-
on von 20 ug Anisomycin in den NAMe drei Stunden vor einer vierminiitigen Jungtierexposi-
tion wurde die Effektivitdt der Proteinbiosyntheseinhibition iiberpriift. Die Anzahl c-Fos-
immunpositiver Zellen war sowohl im NAMe als auch im Pir nach der Injektion von Aniso-

mycin gegeniiber der Injektion von NaCl-Lésung signifikant reduziert. Die Versuchstiere
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beider Gruppen untersuchten die Jungtiere wéhrend der vierminiitigen Exposition mit ver-
gleichbarer Dauer (Abb. 16). Die Unterschiede in der Anzahl c-Fos-immunpositiver Zellen
zwischen den mit NaCl-Losung und den mit Anisomycin injizierten Versuchstiergruppen be-
ruhten demzufolge nicht auf Unterschieden in der Dauer der Akquisition der ,,olfaktorischen
Signatur®. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine vierminiitige Jungtierexposition die Anzahl
c-Fos-immunpositiver Zellen im NAMe und im Pir erhoht und dass 20 Minuten vor der Jung-
tierexposition systemisch appliziertes Anisomycin diese c-Fos-Synthese in beiden Hirnarealen
inhibiert (Richter et al., 2005). Die fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Versuche besta-
tigten die c-Fos-Synthese in beiden Hirnarealen und deren Inhibition durch, hier lokal verab-
reichtes, Anisomycin.

Fiir den Einfluss der Injektion in den NAMe auf die c-Fos-Synthese im Pir miissen zwei
mogliche Mechanismen in Betracht gezogen werden: Dieser ist entweder auf die Diffusion
des Anisomycins in den Pir oder die Stérung einer funktionellen Verbindung zwischen beiden
Hirnarealen zuriickzufiihren. Gegen letztere Annahme sprechen Hinweise aus der Literatur.
Die durch soziale, olfaktorische Stimuli induzierte c-Fos-Synthese in verschiedenen, vom
NAMe innervierten Hirnarealen (NIST, APM) wurde durch die Lasion des NAMe des Gold-
hamsters reduziert (Maras & Petrulis, 2008). Aullerdem wurde gezeigt, dass die durch einen
sozialen Stimulus im NAMe, im NIST und in der APM induzierte c-Fos-Synthese in OTKO-
Maiusen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen reduziert war. Die c-Fos-Synthese im Pir blieb je-
doch auch in den OTKO-Mausen erhoht. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Verarbei-
tung sozialer, olfaktorischer Stimuli in den OTKO-M4iusen bis zum NAMe normal verlief, der
NAMe jedoch nicht aktiviert wurde und daher die anschlieend Informationsweiterleitung
zum NIST und zur APM nicht normal stattfinden konnte (Ferguson et al., 2001). Die primér
durch die Inaktivierung des NAMe beeinflussten Hirnareale waren demzufolge der NIST und
die APM, wohingegen der Pir nicht funktionell inhibiert wurde.

Hingegen wurde bereits in fritheren Studien gezeigt, dass intrazerebral injiziertes Aniso-
mycin, in der hier verwendeten Konzentration, aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften bis
zu zwei Millimeter vom Injektionsort in das umliegende Gewebe diffundiert und die Diffusi-
on bzw. die Inhibition der Proteinbiosynthese drei Stunden nach der Injektion maximal war
(Wanisch & Wotjak, 2008). Die Distanz zwischen dem Injektionsort und dem Pir von ca. 1,5
mm (Franklin & Paxinos, 1997) und das Zeitfenster zwischen der Injektion und der Jungtier-
exposition von drei Stunden lassen eine Diffusion des Anisomycins und damit die Inhibition
der Proteinbiosynthese im Pir daher moglich erscheinen. Demzufolge ist es also wahrschein-

lich, dass die signifikant verringerte c-Fos-Synthese im Pir nach der Injektion von
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Anisomycin in den NAMe durch die Diffusion des Anisomycins in den Pir verursacht wurde.
AuBerdem geben diese Ergebnisse Grund zu der Annahme, dass auch die anderen, im Rah-
men der Hauptversuche injizierten Substanzen iiber die Grenzen des NAMe hinausdiffundier-

ten und somit andere Hirnareale beeinflussen konnten.

An dieser Stelle sollen einige grundsitzliche Aspekte der anschlieBend zu diskutierenden
Hauptversuche erdrtert werden. Die Versuchstiere zeigten nach der Injektion der jeweiligen
Substanzen in den beschriebenen Konzentrationen keine Auffélligkeiten im allgemeinen Ver-
halten. Daher ist davon auszugehen, dass die sich im Verhaltenstest widerspiegelnden Verén-
derungen des sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnisses ausschlieBlich durch die
Effekte der Substanzen auf die an der neuronalen Verarbeitung dieses Gedédchtnisses beteilig-
ten Hirnstrukturen, insbesondere, da direkt in diesen injiziert wurde, auf den NAMe, bedingt
wurden.

Die Fahigkeit der Versuchstiere, eine Woche nach Abschluss der Injektionsexperimente
zwischen J1 und J2 zu diskriminieren (Abb. 19 C und Abb. 21 C), weist auf die Reversibilitit
der Substanzeffekte hin. Aufgrund der sehr kurzen Wirkdauer der injizierten Lidocain-
Konzentration wurde von einem entsprechenden Kontrolltest nach den Injektionsexperimen-
ten mit Lidocain abgesehen. Jedes Versuchstier wurde (nur) vier Mal injiziert, um grof3en,
durch die wiederholte Injektion verursachten Gewebeschiden vorzubeugen. Da das Sozial-
verhalten gegeniiber Artgenossen zudem ein Indikator fiir das generelle Wohlbefinden von
Nagetieren ist (Dantzer et al., 1991) und die Versuchstiere in diesem abschlieBenden Test ein
normales Verhalten zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass durch die Injektion kein
permanenter Gewebeschaden entstanden ist.

Speziell Anisomycin wurde als Ribotoxin beschrieben, das in Konzentrationen, welche
die Proteinbiosynthese noch nicht signifikant inhibieren, Apoptose-auslosende Signalkaska-
den aktiviert (siehe: Rudy et al., 2006). Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie
gezeigt, dass eine im Vergleich zu der fiir die vorliegende Arbeit eingesetzte, mehr als drei-
fach so hohe Anisomycin-Konzentration, in den Nucleus amygdalae basolateralis injiziert,
keinen neuronalen Zelltod ausloste (Desgranges et al., 2008). Dies und die vorliegenden Er-
gebnisse geben Grund zu der Annahme, dass durch die Injektion von Anisomycin die Zellen
des Corpus amygdaloideum nicht dauerhaft oder wenn, dann nur in geringem Ausmal} ge-

schidigt wurden.
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Im Rahmen der Vorversuche wurden die Voraussetzungen fiir die folgenden Hauptversu-
che geschaffen und optimiert. Es wurde nachgewiesen, dass sowohl ménnliche als auch weib-
liche Jungtiere als soziale, olfaktorische Stimuli im Verhaltenstest geeignet sind. Die
Platzierung der Fiihrungskaniilen wurde fortlaufend kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert,
um fiir jedes Versuchstier eine bestmdgliche Injektionsposition zu gewéhrleisten. Die erfor-
derliche Erholungszeit von sieben Tagen nach der OP wurde bestimmt und ein Einfluss der
OP bzw. des Transportes und der Injektionsprozedur auf die Fahigkeit der Versuchstiere, ein
Jungtier wiederzuerkennen, ausgeschlossen. Die Diffusionsstudien ergaben, dass die Zellen
des NAMe von den Substanzen erreicht und, zumindest anhand der Anisomycin-Injektion
gezeigt, inhibiert wurden. Zudem wurde eine geeignete Muscimol-Konzentration fiir den Ein-
satz in den Hauptversuchen gefunden. Die damit etablierten Behandlungsbedingungen boten
eine solide Grundlage fiir die Untersuchung der Versuchstiere im Verhaltenstest nach den

verschiedenen Substanzinjektionen.

4.2 Hauptversuche

Aufgrund der komplexen Befunde dieser Studie werden zunichst die Ergebnisse der In-
jektionsexperimente fiir jede Substanz separat diskutiert. Dieser Diskussion liegt die Priifung
der Daten auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Untersuchungszeit gegentiiber
J1 und der gegeniiber J2 wihrend Choice mit dem t-Test flir gepaarte Stichproben zugrunde.

AnschlieBend folgt eine substanziibergreifende Diskussion.

4.2.1 Lidocain

Die Injektion von Lidocain in den NAMe direkt vor dem Sampling oder drei Stunden
nach dem Sampling hatte keinen hemmenden Einfluss auf das Wiedererkennungsgedéchtnis
der Versuchstiere fiir J1. Wurde den Versuchstieren das Lidocain jedoch direkt vor Choice in
den NAMe injiziert, so waren sie nicht in der Lage, zwischen J1 und J2 zu diskriminieren.
AuBerdem waren die Versuchstiere nach der Injektion von NaCl-Losung in den NAMe direkt
vor dem Sampling, drei Stunden nach dem Sampling oder direkt vor Choice unfahig, wahrend
Choice zwischen J1 und J2 zu diskriminieren (Abb. 17 B).

Die Versuchstiere zeigten wiahrend des Samplings nahezu kein Aggressions- und Sexual-
verhalten, wenn ihnen Lidocain direkt vor dem Sampling injiziert wurde (Abb. 18). Dies deu-
tet darauf hin, dass Lidocain die fiir diese Verhaltensweisen bendtigte

Informationsweiterleitung wahrend des Samplings inhibierte und dass der durch die Inhibition
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betroffene Hirnbereich an der Generierung des entsprechenden Verhaltens beteiligt ist. Da die
Versuchstiere, trotz dieser Inhibition der Entstehung und Weiterleitung von Aktionspotentia-
len wéhrend des Samplings, J1 wéihrend Choice wiedererkennen konnten, scheint die Informa-
tionsweiterleitung im inhibierten Hirnbereich wiahrend der Akquisition der ,,olfaktorischen
Signatur* nicht notwendig zu sein. AuBBerdem scheint die Bildung des Gedachtnisses fiir einen
Artgenossen nicht auf einer aggressiven und/oder sexuellen Motivation gegeniiber diesem zu
beruhen.

Nach der Injektion von NaCl-Losung direkt vor dem Sampling war das Aggressions- und
Sexualverhalten wihrend des Samplings signifikant reduziert, jedoch nicht v6llig unterdriickt
(Abb. 18). NaCl-Losung verursachte demnach keine vollstdndige Inhibition des NAMe, den-
noch konnten die Versuchstiere nicht zwischen J1 und J2 diskriminieren. Sowohl Na'- als
auch Cl'-Ionen sind an der Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen an der
Neuronenmembran involviert. Scheinbar beeinflusste die NaCl-Losung das extrazelluldre
Ionenmilieu derart, dass die Weiterleitung von Aktionspotentialen, und verbunden damit die
Neurotransmitterfreisetzung, verdndert wurde. Diese Art des Einflusses wird dadurch besti-
tigt, dass die Inhibition der Aktionspotentialweiterleitung durch Lidocain die negative Wir-
kung der NaCl-Losung auf die soziale Diskriminierungsfahigkeit der Versuchstiere
verhinderte. Wird die Informationsweiterleitung im Bereich des NAMe also unterbrochen, so
hat dies keinen Einfluss auf die Akquisition der olfaktorischen Informationen. Wird jedoch
das Tonenmilieu gestort und dadurch die Aktivitit der lokalen Neuronen verindert, so beein-
flussen die dort generierten Aktionspotentiale moglicherweise die Funktion anderer Hirnarea-
le mit Gedichtnis-relevanter Funktion.

Wenige Hinweise aus der Literatur zeigen, dass NaCl-Losung, im Nanoliterbereich in
neuronales Gewebe injiziert, die neuronale Aktivitdt entweder gar nicht oder nur fiir sehr kur-
ze Zeit (zehn Sekunden) reduzierte (Malpeli & Schiller, 1979) bzw. 1 ul NaCl-Losung, in den
Kortex injiziert, zehn Minuten nach der Injektion nur eine sehr geringe funktionelle Inhibition
von 11 bis 12,5 % in einem Radius von 240 bis 270 pm verursachte, welche aber auch auf die
Gewebetraumatisierung durch die Injektionskaniile zuriickgefiihrt werden koénnte (Martin,
1991). Es kann dennoch nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden, dass die NaCl-
Losung durch Diffusion in einer gewissen Distanz zum Injektionsort noch Verdnderungen im
extrazelluliren Milieu verursachte und somit auch andere Hirnareale als den NAMe beein-
flusste. Da es jedoch unwahrscheinlich ist, dass die NaCl-Losung weiter als das Lidocain dif-
fundierte und die Inhibition dieses Hirnbereiches durch Lidocain keine negativen

Auswirkungen auf das Wiedererkennungsgedéchtnis hatte, ist der Verlust der Diskriminie-

68



DISKUSSION

rungsfahigkeit der Versuchstiere, wie bereits postuliert, auf eine Stérung anderer Hirnareale
durch die am Injektionsort generierten Aktionspotentiale und nicht durch Verdnderungen
ihres lokalen extrazelluldren lonenmilieus zuriickzufiihren.

Vergleichbar mit der Situation nach der Injektion direkt vor dem Sampling schien NaCl-
Losung, drei Stunden nach dem Sampling injiziert, das Ionenmilieu und die Informationswei-
terleitung und dadurch die Diskriminierungsfahigkeit der Versuchstiere zu storen (Abb. 17 B,
mittlere Spalte). Obwohl im Test wihrend Choice zwar noch ein Effekt auf das Aggressions-
und Sexualverhalten, aber keine vollige Blockade dieser Verhaltensweisen erkennbar war,
kann dennoch davon ausgegangen werden, dass Lidocain zum Zeitpunkt der Injektion drei
Stunden nach dem Sampling die Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen der-
art blockierte, dass zu diesem Zeitpunkt kein Aggressions- und Sexualverhalten messbar ge-
wesen ware. Wie auch nach der Injektion direkt vor dem Sampling, hatte diese Blockade der
Prozesse im NAMe drei Stunden nach dem Sampling keinen Einfluss auf das Wiedererken-
nungsgedichtnis der Versuchstiere. Die Informationsweiterleitung im NAMe scheint also
wihrend der Konsolidierungsprozesse nicht notwendig zu sein, wohingegen eine durch die
Stérung des extrazelluliren Ionenmilieus erzeugte Anderung der Informationsweiterleitung
im NAMe und angrenzenden Hirnarealen die Konsolidierung des Gedichtnisses fiir J1 ver-
hinderte. Zu diesem Zeitpunkt ist das soziale Wiedererkennungsgedéchtnis insensitiv fiir die
Hemmung der Proteinbiosynthese durch systemisch appliziertes Anisomycin (Richter et al.,
2005), jedoch vulnerabel fiir Interferenzen mit olfaktorischen Informationen eines anderen
Jungtieres (Engelmann, 2009). Denkbar ist, dass drei Stunden nach dem Sampling Konsoli-
dierungsprozesse stattfanden, die nicht Proteinbiosynthese-abhidngig waren und durch die
Injektion von NaCl-Losung und die daraus folgende Beeinflussung des Ionenmilieus gestort
wurden bzw. sich der Einfluss der NaCl-Losung auf die spéteren, Proteinbiosynthese-
abhéngigen Konsolidierungsprozesse (Richter et al., 2005; Wanisch et al., 2008) ausdehnte.
Die durch die injizierte NaCl-Losung induzierten Effekte interferierten somit mit den laufen-
den Vorgéngen der Konsolidierung des Gedéchtnisses fiir J1. Zwar wurden keine Informatio-
nen einer neuen ,olfaktorischen Signatur verarbeitet, dennoch ist ein Vergleich mit den
Ergebnissen der oben genannten Interferenzstudie anzustellen: Da sowohl die Akquisition als
auch die Konsolidierung des Gedichtnisses fiir ein Jungtier offenbar nicht die Weiterleitung
von Informationen im NAMe zur Bedingung haben, interferieren die Informationen eines
neuen Jungtieres mit denen eines drei Stunden vorher présentierten Jungtieres, neben der Kol-

lision der beiden Gedéchtnisspuren auf Ebene der Proteinbiosynthese, moglicherweise auch
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auf der Ebene der elektrischen Informationsweiterleitung und dies in Hirnarealen auB3erhalb
des NAMe.

Obwohl NaCl-Ldsung in vielen intrazerebralen Injektionsstudien als Kontrollsubstanz
verwendet wurde, gibt es, soweit der Autorin bekannt ist, in der Literatur keinen Hinweis
eines solchen Effektes auf das Verhalten der Versuchstiere (vgl.: Flood et al., 1981; Tang et
al., 2005; Lewis & Gould, 2007; Fellini et al., 2009). Im Gegensatz zu anderen, in der Litera-
tur geschilderten Verhaltenstests zur Untersuchung des Lernens und der Gedéchtnisbildung
(klassische oder operante Konditionierung, raumliches Lernen etc.) scheint das soziale Wie-
dererkennungsgedéchtnis relativ empfindlich gegeniiber Stérungen des extrazelluldren
Ionenmilieus zu sein. Dies konnte damit erkldart werden, dass ein erregender (belohnender
oder bestrafender) Stimulus, der zu einer langer anhaltenden Fihigkeit der Versuchstiere bei-
tragt, die erlernte Verhaltensantwort im Test zu demonstrieren und diese widerstandsfahiger
gegeniiber Storungen macht (Flood et al., 1973; McGaugh, 2006), in diesem Test nicht einge-
setzt wurde. Der Test auf die soziale Diskriminierungsfahigkeit nutzt vielmehr ein spontanes
(unkonditioniertes) Verhalten von Nagetieren und weist ihre natiirliche Féhigkeit nach, ein
soziales Wiedererkennungsgedachtnis auszubilden.

Da Lidocain in NaCl-Losung geldst ist und in der injizierten Konzentration nur eine
zehn- bis 20-prozentige funktionelle Inhibition bewirkt (Pereira de Vasconcelos et al., 2006),
ist es denkbar, dass es die storenden Effekte der NaCl-Losung auf die elektrische Aktivitit der
Neuronen kompensierte, ohne jedoch die Weiterleitung samtlicher Aktionspotentiale zu blo-
ckieren. Folglich wire die verbleibende neuronale Aktivitit fiir die Informationsweiterleitung
als Grundlage der Akquisition olfaktorischer Informationen und der Bildung eines sozialen
Wiedererkennungsgedéchtnisses ausreichend und eine Beteiligung des NAMe an diesen Pro-
zessen nicht génzlich auszuschlieBen. Die eingesetzte Lidocain-Konzentration und die damit
erzeugte funktionelle Inhibition reichte in anderen Tests jedoch aus, die definierten Verhal-
tensantworten zu blockieren (Middei et al., 2004; Pereira de Vasconcelos et al., 2006). Zudem
verhinderte Lidocain in dem fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Verhaltenstest die
Generierung von aggressivem Verhalten/Sexualverhalten gegeniiber den Jungtieren (Abb.
18). Es ist daher davon auszugehen, dass Lidocain in der injizierten Konzentration auch die
Diskriminierungsfahigkeit der Versuchstiere inhibiert hitte, wire eine Beteiligung des inhi-
bierten Hirnbereiches an der Informationsweiterleitung wéhrend der Akquisiti-
on/Konsolidierung des Gedéchtnisses essentiell. Die trotz der Hemmung der
Aktionspotentiale in Neuronen des NAMe, angrenzender Hirnareale und in Neuronenfortsat-

zen, die durch den injizierten Hirnbereich hindurchziehen, bestehende Fahigkeit der
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Versuchstiere, im Verhaltenstest ein soziales Gedéchtnis fiir J1 zu demonstrieren, weist darauf
hin, dass die Generierung und die Weiterleitung von Aktionspotentialen, als Folge der Akqui-
sition der ,,olfaktorischen Signatur* eines Jungtieres und wahrend der Gedéchtniskonsolidie-
rung, in diesen Hirnarealen nicht ausschlaggebend fiir die Bildung des Gedachtnisses sind.

Die Injektionen von NaCl-Losung oder Lidocain direkt vor Choice hatten auf das
Aggressions- und Sexualverhalten vergleichbare Auswirkungen wie nach der Injektion direkt
vor dem Sampling (Abb. 18). Jedoch waren die Versuchstiere nun auch nach der Injektion
von Lidocain nicht in der Lage, zwischen J1 und J2 zu diskriminieren (Abb. 17 B, rechte
Spalte). Zu diesem Zeitpunkt ist das soziale Wiedererkennungsgedichtnis bereits konsolidiert
und nicht mehr empfindlich fiir retroaktive Interferenzen oder die Effekte systemisch injizier-
ten Anisomycins (Richter et al., 2005; Engelmann, 2009). Der fehlende Unterschied in den
Untersuchungszeiten gegeniiber J1 und J2 bedeutet daher nicht, dass kein Wiedererkennungs-
gedichtnis konsolidiert wurde. Vielmehr schienen die fiir das Abrufen des Gedachtnisses ver-
antwortlichen Prozesse im beeinflussten Hirnbereich durch die Verdnderung des lonenmilieus
(NaCl-Losung) bzw. die Inhibition der Weiterleitung von Aktionspotentialen (Lidocain) ge-
stort, worauthin keine, dem vermutlich vorhandenen Gedéchtnis entsprechende Verhaltens-
antwort messbar war.

Im Verhaltenstest auf die soziale Diskriminierung ist die Untersuchungszeit gegentiber
dem einzelnen Jungtier (J1 oder J2) wihrend Choice generell niedriger als die wéhrend des
Samplings gegeniiber J1, da sich die Gesamtuntersuchungsdauer wéhrend der vier Préasentati-
onsminuten wihrend Choice auf beide Jungtiere verteilt. Selbst unter Beriicksichtigung
dessen erschien die Untersuchungszeit gegeniiber beiden Jungtieren wahrend Choice nach der
Injektion der Substanzen direkt vor Choice relativ gering. Dies lag mit hoher Wahrscheinlich-
keit an einem Einfluss der so kurz vor dem Test erfolgten Injektionsprozedur auf das Verhal-
ten, denn auch die Untersuchungszeit wéihrend des Samplings nach der Injektion direkt vor
dem Sampling war leicht reduziert. Dennoch soll an dieser Stelle auf eine Arbeit verwiesen
werden, in der eine andere interessante Moglichkeit der Interpretation gleich langer aber gene-
rell kiirzerer Untersuchungszeiten gegeniiber einem wiederholt prisentierten und einem neuen
Objekt vorgestellt wird (McTighe et al., 2010). Die Autoren gehen davon aus, dass in diesem
Fall beide Objekte als ,,bekannt* bewertet werden. Sie stellen die Hypothese auf, dass einzel-
ne Hirnareale weniger verantwortlich fiir einen bestimmten Gedéchtnistyp (z.B. Kurzzeit-,
Langzeitgedichtnis) oder einen bestimmten Gedéchtnisprozess (z.B. Enkodierung, Konsoli-
dierung, Abrufen) sind, sondern dass in ihnen eher unterschiedlich komplexe Stimuluseigen-

schaften repréasentiert werden. Wird ein Hirnareal geschéddigt, in dem eine hierarchisch hohe,
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komplexe Stimulusrepriasentation stattfindet, so werden neue Objekte aufgrund einiger einfa-
cher Merkmale, die sie mit anderen, bereits bekannten Objekten teilen, als ,,bekannt* bewer-
tet. Dies ist moglich, da andere Hirnareale, in denen einfache Stimulusmerkmale oder eine
relativ unkomplexe Verkniipfung weniger Stimulusmerkmale représentiert werden, unbescha-
digt bleiben.

Die fiir den Test auf die soziale Diskriminierung verwendeten Stimulusjungtiere teilen
sich mit anderen Jungtieren allgemeine (olfaktorische) Eigenschaften. Eine komplexe, indivi-
duelle ,,olfaktorische Signatur* entsteht entweder durch zusitzliche individuelle Duftstoffe
und/oder eine individuelle Kombination von Duftstoffen (Brennan & Kendrick, 2006). Vor-
stellbar ist, dass durch die Injektion von Lidocain direkt vor Choice die Informationen der
komplexen ,,olfaktorische Signatur* nicht mehr verarbeitet bzw. abgerufen und stattdessen
nur noch einfachere, allgemeine olfaktorische Eigenschaften in unbeeinflussten Hirnarealen
,verglichen® werden. Diese ,,universellen Merkmale wurden dabei wahrscheinlich wahrend
des Samplings am J1 gelernt; sie gelten fiir beide Jungtiere, wodurch beide Jungtiere wéihrend
Choice vergleichbar lang aber generell relativ kurz untersucht und entsprechend dem vorge-
stellten Modell moglicherweise beide als ,,bekannt* bewertet wurden.

Zunichst spricht dieses Modell gegen die dem Test auf soziale Diskriminierung zugrunde
liegende Annahme, dass nur eine signifikant geringere Untersuchungszeit gegeniiber dem
bekannten J1 das Wiedererkennen dieses Jungtieres bedeutet und gleich lange Untersu-
chungszeiten gegeniiber J1 und J2 die Bewertung beider Jungtiere als unbekannt représentier-
ten. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Untersuchungszeiten gegeniiber beiden
Jungtieren bedeutet jedoch weiterhin die Fahigkeit der Versuchstiere zur Diskriminierung
zwischen einem bekannten und einem unbekannten Jungtier.

Es ist also moglich, dass die Versuchstiere nach der Injektion von Lidocain direkt vor
Choice beide Jungtiere als ,,bekannt* bewerteten, weil ihr Gedachtnis fiir Merkmale, die beide
Jungtiere tragen, durch die Inhibition des NAMe nicht gestért wurde. Der durch Lidocain
inhibierte Bereich des NAMe spielt aber offenbar eine Rolle wihrend des Abrufens des Wie-

dererkennungsgedichtnisses fiir das Individuum J1.

4.2.2 Muscimol

Um eine Beteiligung des NAMe an der Informationsweiterleitung, ohne den storenden
Effekt der direkt vor dem Sampling bzw. direkt vor Choice injizierten NaCl-Ldsung, genauer
zu untersuchen, wurde Muscimol eingesetzt, das, im Gegensatz zu Lidocain, iiber mehrere

Stunden wirkt (Hikosaka & Wurtz, 1985; Martin & Ghez, 1993) und daher bereits drei

72



DISKUSSION

Stunden vor dem Sampling bzw. vor Choice injiziert werden konnte. Die Injektion von NaCl-
Losung hatte in diesem Fall keinen Einfluss auf die soziale Diskriminierungsfahigkeit (Abb.
19 B) und das Aggressions- und Sexualverhalten (Abb. 20) der Versuchstiere. Der Effekt der
NaCl-Losung nach Injektion direkt vor dem Sampling bzw. direkt vor Choice hielt demnach
nicht {iber drei Stunden an. Im Verhaltenstest beobachtete Effekte nach der Injektion von
Muscimol und spéter auch von Anisomycin sind daher mit an Sicherheit grenzender Wahr-
scheinlichkeit auf die Verum-Wirkung zuriickzufiihren.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Wirkung des Muscimols, je nach injizierter Kon-
zentration, 12 bis 24 Stunden anhélt (Hikosaka & Wurtz, 1985; Martin & Ghez, 1993). Wie
lange die Wirkung des Muscimols in der injizierten Konzentration bestand, ist nicht sicher,
weshalb eine Maximalwirksamkeit von 24 Stunden nicht ausgeschlossen werden konnte. Da
Muscimol, drei Stunden vor dem Sampling injiziert, keinen Einfluss mehr auf das Aggressi-
ons- und Sexualverhalten wihrend Choice hatte (Abb. 20), kann jedoch von einem Abklingen
der Muscimol-Wirkung noch vor Choice ausgegangen werden. Dies bedeutet, dass die betrof-
fenen Neuronen, maBgeblich im NAMe, durch das drei Stunden vor dem Sampling injizierte
Muscimol wahrscheinlich nicht nur wiahrend der Akquisition, sondern auch wihrend der Kon-
solidierungsphase und durch das drei Stunden vor Choice injizierte Muscimol ausschlieSlich
wihrend des Abrufens inhibiert waren.

Offenbar fiihrte die durch die Aktivierung der GABA-Rezeptoren bedingte Inhibition
wihrend des Samplings und dariiber hinaus dazu, dass die Versuchstiere im Verhaltenstest
nicht zwischen J1 und J2 diskriminieren konnten (Abb. 19 B, linke Spalte). Daraus kann ge-
schlussfolgert werden, dass die Akquisition und/oder die Konsolidierung der olfaktorischen
Informationen gestort wurde. Die addquate Informationsweiterleitung innerhalb des NAMe
und zu anderen Hirnarealen und/oder auch die Verarbeitung der olfaktorischen Informationen
im NAMe schien zunichst fiir eine erfolgreiche Akquisition und/oder Konsolidierung des
sozialen Wiedererkennungsgedichtnisses erforderlich zu sein.

Neben der Hyperpolarisation der Neuronenmembran durch die Aktivierung von GABA-
Rezeptoren wird die Aktivitit der Neuronen jedoch weiterhin von exzitatorischen Signalen
beeinflusst. Deshalb ist nicht auszuschlieBen, dass die neuronale Aktivitdt unter Muscimol-
Wirkung nicht vollstindig gehemmt wurde. Muscimol hat, in hohem Malle konzentrationsab-
hingig, also eher einen modulierenden Einfluss auf die Aktivitdt der Neuronen und die Infor-
mationsweiterleitung. Da infolge der Injektion von Muscimol das Aggressions- und
Sexualverhalten (Abb. 20) vergleichbar signifikant reduziert, aber nicht vollstindig gehemmt

war, wie nach der Injektion von NaCl-Losung (direkt vor dem Sampling bzw. direkt vor
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Choice injiziert, Abb. 18), konnte diec Wirkung einer verstirkten GABA-Rezeptor-
Aktivierung also auch vergleichbar mit der Wirkung des gestorten Ionenmilieus (NaCl-
Losung) auf die Informationsweiterleitung sein. Die Informationsiibertragung wurde dement-
sprechend nicht komplett inhibiert, sondern verédndert und die in dem durch die Injektion be-
troffenen Hirnbereich so generierten Aktionspotentiale konnten die Aktivitdt anderer
Hirnareale unspezifisch beeinflusst haben. Dies bedeutet jedoch nicht automatisch, dass die
Informationsweiterleitung im Bereich des NAMe eine Voraussetzung fiir die Akquisiti-
on/Konsolidierung des Gedichtnisses ist, sondern nur, dass pharmakologisch induzierte Sig-
nale eine storende Wirkung entweder auf tatsichlich im NAMe stattfindende
Informationsiibertragungsvorgénge und/oder auf Vorgédnge in anderen, fiir das Wiedererken-
nungsgedichtnis wichtigen Hirnarealen haben. Aufgrund des Fehlens einer vollstdndigen In-
hibition der Neuronen kann daher anhand dieser Experimente die Frage nicht sicher
beantwortet werden, ob der betroffene Hirnbereich an der Akquisition/Konsolidierung des
sozialen Wiedererkennungsgedichtnisses beteiligt ist.

Obwohl das Aggressions- und Sexualverhalten auch nach der Injektion von Muscimol
drei Stunden vor Choice reduziert war (Abb. 20), wurde das Abrufen des Gedéchtnisses fiir J1
durch die Effekte des Muscimols nicht gestort (Abb. 19 B, rechte Spalte). Die Informations-
weiterleitung spielt in dem beeinflussten Hirnbereich also entweder fiir das Abrufen des Ge-
déchtnisses keine ausschlaggebende Rolle oder die moglicherweise verbleibende neuronale
Aktivitdt und die dem Zweck des Vergleiches des Gedéchtnisinhaltes mit der erneut présen-
tierten ,,olfaktorischen Signatur® dienenden Informationen waren ausreichend, um erfolgreich

das Gedachtnis fur J1 abzurufen und im Verhaltenstest zu demonstrieren.

4.2.3 Anisomycin

Anders als nach der Injektion von NaCl-Losung waren die Versuchstiere nach der Injek-
tion von Anisomycin in den NAMe sowohl drei Stunden vor dem Sampling als auch drei
Stunden vor Choice nicht in der Lage, zwischen J1 und J2 zu diskriminieren (Abb. 21 B).

Viele Autoren gehen davon aus, dass die Konsolidierung und Langzeitspeicherung ge-
lernter Informationen von der De-novo-Proteinbiosynthese abhéngt und daher mit Hilfe von
Proteinbiosynthese-Inhibitoren blockiert werden kann (siehe: Davis & Squire, 1984). Bekannt
ist, dass das soziale Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis auf zwei Anisomycin-sensitiven
Konsolidierungsphasen beruht, aufgrund derer geschlussfolgert wurde, dass die Langzeitspei-
cherung dieses Gedachtnisses zwei Phasen der Proteinbiosynthese erfordert (Richter et al.,

2005; Wanisch et al., 2008; Engelmann, 2009). Die erste Phase geht dabei einher mit der
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Synthese des c-Fos-Proteins in verschiedenen Hirnarealen des HOS und des AOS, einschliel3-
lich des NAMe (Abb. 16; Ferguson et al., 2001; Richter et al., 2005).

Wird Anisomycin (20 pg/0,5 ul) lokal in Hirngewebe injiziert, inhibiert es die Protein-
biosynthese fiir mehr als sechs, aber nicht langer als neun Stunden, wobei die maximale Inhi-
bition nach drei Stunden erreicht wird (Wanisch & Wotjak, 2008). Tatséchlich unterdriickte
die Injektion von Anisomycin in den NAMe drei Stunden vor der Jungtierexposition die loka-
le c-Fos-Synthese (Abb. 16). Dies bedeutet fiir die hier durchgefiihrten Experimente, dass die
Proteinbiosynthese im NAMe wiéhrend des Samplings bzw. wihrend Choice maximal inhi-
biert war und bis mindestens drei Stunden nach der jeweiligen Exposition anhielt. Bekannt
war, dass Méause nach der systemischen Applikation von Anisomycin 20 Minuten vor dem
Sampling nicht mehr in der Lage waren, zwischen J1 und J2 zu diskriminieren (Richter et al.,
2005). Die vorliegenden Ergebnisse bestitigten und spezifizierten dieses Resultat und lassen
zunichst die Vermutung zu, dass Proteinbiosynthesevorgénge im NAMe wihrend der Akqui-
sition und der ersten Stunden der Konsolidierung des sozialen Langzeit-
Wiedererkennungsgedéchtnisses eine Rolle spielen.

Das soziale Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnis ist bis zu 15 Stunden, aber nicht
langer als 18 Stunden, nach dem Lernereignis sensitiv gegeniiber sowohl einer retroaktiven
Interferenz als auch der systemischen Behandlung mit Anisomycin. (Richter et al., 2005;
Wanisch et al., 2008; Engelmann, 2009). Aufgrund dieser Ergebnisse wird davon ausgegan-
gen, dass die Proteinbiosynthese-abhingigen Konsolidierungsprozesse zur Bildung eines
Langzeitgedichtnisses flir einen Artgenossen nach spétestens 18 Stunden abgeschlossen sind.
Eine Bedeutung der Proteinbiosynthese, speziell im NAMe, fiir das Abrufen des Wiederer-
kennungsgedichtnisses (21 bis 24 Stunden nach dem Lernereignis) scheint daher unwahr-
scheinlich. Diesbeziiglich ist jedoch anzumerken, dass die Dauer einer induzierten Amnesie
sowohl vom experimentellen Ansatz als auch von der Art, Dauer und Dosis bzw. Intensitét
der inhibierenden Behandlung abhéngig ist (Zusammenfassung siehe: Gold, 2006). Der zeitli-
che Verlauf einer experimentell ausgelosten Amnesie ist also mit Vorsicht zu interpretieren,
da er nicht unbedingt den zeitlichen Verlauf der Gedédchtnis-bildenden Prozesse reflektieren
muss. Im Gegensatz zur systemischen Behandlung hat die lokale Injektion von Anisomycin
offenbar eine stirkere Gedichtnis-storende Wirkung, die moglicherweise durch die im Fol-
genden beschriebenen, anderen Effekte des Anisomycins erklarbar ist.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass Anisomycin offenbar nicht nur die Protein-
biosynthese inhibiert, sondern auch andere Wirkungen hat, die das Lernen und die Gedécht-

nisbildung beeinflussen und eine Amnesie auslosen konnen. Es wurde beispielsweise gezeigt,
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dass Anisomycin die Tyrosin-Hydroxylase und dadurch vor allem die Synthese von Dopamin
und Noradrenalin sowie die Noradrenalin-Freisetzung inhibiert (Squire et al., 1974; Flexner
& Goodman, 1975; Freedman et al., 1982). Katecholamine scheinen wiederum eine Rolle
wihrend des Lernens und der Gedéchtnisbildung zu spielen (Randt et al., 1971; Dismukes &
Rake, 1972; Cohen & Hamburg, 1975; Gozzani & Izquierdo, 1976). Insbesondere noradre-
nerge Mechanismen im Corpus amygdaloideum sind offenbar wichtig fiir die Gedachtnisbil-
dung (Ferry et al., 1999; McGaugh, 2004), auch wihrend des sozialen Wiedererkennens
(Dluzen & Kreutzberg, 1993). Speziell die fiir dieses Gedichtnis wichtigen Effekte des
Oxytocins im NAMe werden moglicherweise durch Noradrenalin moduliert (Ferguson et al.,
2002). Eine Storung des Gedéchtnisses konnte also aus der Beeinflussung zentraler, katecho-
laminerger Mechanismen durch Anisomycin resultieren. Jedoch gibt es auch Hinweise darauf,
dass diese nichtspezifischen Effekte des Anisomycins nicht dessen amnestische Wirkung er-
klaren, da die Injektion von oa-Methyl-p-Tyrosin, welches kompetitiv die Tyrosin-
Hydroxylase hemmt, keinen Einfluss auf das Langzeitgedédchtnis hat (Squire et al., 1974,
Davis & Squire, 1984). Im Gegensatz dazu wurde in einer neueren Studie mittels Mikrodialy-
se gezeigt, dass die Freisetzung von Dopamin, Noradrenalin und Serotonin nach der Injektion
von Anisomycin in das Corpus amygdaloideum bis zu drei Stunden erhéht war. Die extrazel-
luldren Konzentrationen von Dopamin und Noradrenalin lagen daraufhin fiir mehr als acht
Stunden unter ihrem Normalwert (Canal et al., 2007). Sowohl die Blockade beta-adrenerger
Rezeptoren direkt vor der Anisomycin-Injektion als auch die Aktivierung dieser wéihrend der
spiteren Phase verringerter Katecholaminkonzentrationen vermindern die durch Anisomycin
ausgelosten amnestischen Effekte ohne die Inhibition der Proteinbiosynthese zu beeinflussen.
Dartiber hinaus zeigten sich nach der Injektion von Noradrenalin in das Corpus
amygdaloideum amnestische Effekte vergleichbar mit denen nach der Injektion von Aniso-
mycin (Canal et al., 2007).

Zudem aktiviert Anisomycin verschiedene Kinase-Kaskaden, induziert, steigert und ver-
langert normalerweise transiente Signalantworten wie die Phosphorylierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren (unter anderem CREB) und anderer Proteine und stimuliert somit die
Transkription verschiedener IEGs, darunter auch c-fos und c-jun (Mahadevan & Edwards,
1991; Mahadevan et al., 1991; Edwards & Mahadevan, 1992; Hazzalin et al., 1998; Bebien et
al., 2003; Shafer & Slice, 2005). Dies ist von besonderer Bedeutung, da die CREB-vermittelte
Transkription fiir die Ausbildung eines sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnisses
wichtig ist (Kogan et al., 2000) und unter Normalbedingungen die c-Fos-Synthese nach einer

Exposition eines Artgenossen in definierten Hirnarealen nachweisbar ist (Ferguson et al.,
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2001; Richter et al., 2005). Andere Autoren gehen sogar davon aus, dass die Proteinbiosyn-
these per se keine Rolle fiir die Langzeitgedichtnisbildung spielt, sondern eher posttranslatio-
nale Modifikationen bereits vorhandener Proteine und deren kontinuierliche Aktualisierung
durch endogene Aktivitit dafiir verantwortlich sind (Routtenberg & Rekart, 2005;
Routtenberg, 2008). Laut dieser Hypothese ist die Proteinbiosynthese lediglich fiir das Wie-
derauffiillen der Proteinspeicher vonndten. Es ist also moglich, dass Anisomycin eher einen
storenden Effekt auf andere Prozesse hat, als nur aufgrund der Proteinbiosynthese-Inhibition
fiir die fehlende Gedichtnisbildung verantwortlich zu sein (Gold, 2006). Zudem bleibt die
Unterscheidung zwischen Defiziten im Verhaltenstest und einem Gedéchtnisverlust schwierig
(Silva et al., 1998). Das fehlende Diskriminierungsverhalten im Test bedeutet nicht zwangs-
laufig, dass das Gedéchtnis fiir J1 nicht existent war. Moglicherweise war das Gedéchtnis nur
zeitlich begrenzt unzugénglich (Lattal & Abel, 2004; Power et al., 2006).

Ob durch Anisomycin der Prozess des Abrufens inhibiert oder ein Prozess des Verges-
sens und damit des Verlustes gespeicherter Informationen induziert wurde, kann durch die
vorliegenden Ergebnisse nicht gekldrt werden. Unklar bleibt aufgrund der vielschichtigen
Effekte des Anisomycins weiterhin, welche die biochemischen Mechanismen sind, die durch
Anisomycin sowohl wahrend des Samplings als auch wihrend Choice beeinflusst wurden und
somit, im Zusammenhang mit dem Ausbleiben der Verhaltensantwort im Test, moglicherwei-
se die Grundlage des ,,Gedéchtnisses* darstellen. Nach der Injektion von Anisomycin war das
Aggressions- und Sexualverhalten zwar nicht signifikant, aber sichtbar reduziert (Abb. 22).
Dies konnte, dhnlich wie nach der Injektion von NaCl-Losung (direkt vor dem Sampling bzw.
vor Choice) und Muscimol, ein zuséitzlicher Hinweis darauf sein, dass der storende Effekt des
Anisomycins auf die Diskriminierungsfahigkeit der Versuchstiere durch dessen Einfluss auf
lokale neurochemische Funktionen verursacht wurde und den Unterschied zwischen den Er-
gebnissen dieser Studie und denen mit systemisch injiziertem Anisomycin erkldren. Auch hier
gilt aber: Die Storung der neurochemischen Mechanismen im Bereich des NAMe durch phar-
makologische Effekte und dadurch generierte/verdnderte und in andere Hirnareale weiterge-
leitete Aktionspotentiale bedeutet nicht, dass der NAMe im unbeeinflussten Tier an der
Informationsverarbeitung wiahrend der Akquisition/Konsolidierung und/oder am Abrufen des
Gedichtnisses beteiligt sein muss.

Die Abhingigkeit des sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnisses von verschie-
denen Phasen der Proteinbiosynthese im NAMe war aufgrund der diversen Effekte des Ani-
somycins also nicht beweisbar. Da dies bereits mit einer relativ niedrigen Anisomycin-

Konzentration der Fall war, bleibt auch die Interpretation von verdnderten Gedachtnisleistun-
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gen in Verhaltenstests als Konsequenz der Inhibition der Proteinbiosynthese durch die intraze-
rebrale Injektion von hoherer Dosen von Anisomycin in anderen Studien (z.B.: Schafe &
LeDoux, 2000; Maren et al., 2003; Huff & Rudy, 2004; Desgranges et al., 2008) schwierig.
Neben einer weiteren Diffusion und deren Auswirkungen, und einer langeren Wirkdauer, ist
zu beriicksichtigen, dass die anderen Effekte des Anisomycins mit steigender Dosis mdgli-
cherweise verstirkt werden. Verhaltensantworten, die allein nach der Injektion hoher Dosen
Anisomycin verdndert sind, konnen mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Nebeneffekte
und/oder die Diffusion zuriickfiihrbar sein, da die Proteinbiosynthese auch durch niedrige

Dosen effektiv inhibiert wird (Wanisch & Wotjak, 2008).

4.2.4 c-Fos-Synthese nach Prasentation der volatilen Fraktion der , olfak-
torischen Signatur® im VFC

Die Kontrolltiere untersuchten die ihnen per Luftstrom prisentierte Raumluft kaum. Sie
wurden demnach auch kaum durch die taktile Wahrnehmung der Luftbewegung dazu moti-
viert, am Luftstrom zu schniiffeln. Dies ldsst vermuten, dass die signifikant hohere Untersu-
chungszeit gegeniiber der volatilen Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur® das Interesse an
einem sozial relevanten Stimulus reflektiert.

Die c-Fos-Synthese war sowohl im NAMe als auch im Pir nach der Priasentation der vola-
tilen Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur* signifikant erhoht (Abb. 23). Dies entspricht dem
Aktivierungsmuster nach der Prisentation der gesamten ,,olfaktorischen Signatur* bei Miusen
(Richter et al., 2005). Es wurde weiterhin bereits gezeigt, dass nach der Prasentation der vola-
tilen Fraktion der ,,olfaktorischen Signatur” eines Jungtieres die c-Fos-Synthese sowohl im
AOB als auch im MOB erhoht war (Noack et al., 2010). Die Aktivierung des NAMe und des
Pir durch volatile Bestandteile eines sozialen Stimulus ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass
sowohl das AOS als auch das HOS an der Verarbeitung von volatilen Duftstoffen beteiligt
sind. Da Miuse allein auf der Basis der Prisentation der volatilen Bestandteile der ,,olfaktori-
schen Signatur” ein soziales Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis zeigen (Noack et al.,
2010), wire es einerseits moglich, dass die Aktivierung des NAMe, als Ort der Integration
von Informationen aus beiden Systemen, und des Pir wichtig fiir die Ausbildung dieses Ge-
dichtnisses ist. Andererseits ist nicht auszuschlieflen, dass diese Aktivitit keine Relevanz fiir
die Gedichtnisbildung hat, sondern ein neuronales Korrelat fiir eine emotionale Reaktion
(Aufmerksamkeit, Motivation zu untersuchen/soziales Interesse, sexuelles Interesse, Aggres-

sion, Stress) auf den Stimulus ist und eine Inhibition der c-Fos-Synthese nicht zwingend fiir
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das Ausbleiben der Demonstration des Wiedererkennungsgedichtnisses im Verhaltenstest

verantwortlich sein muss.

4.2.5 Substanzubergreifende Betrachtungen

Wihrend der Akquisition einer ,olfaktorischen Signatur® eines Artgenossen entsteht
vermutlich ein spezifisches, topographisches Muster neuronaler Aktivitdt, eine neuronale
Représentation der ,,0lfaktorischen Signatur® des Artgenossen in den beteiligten Hirnarealen,
zumindest aber auf der Ebene des Bulbus olfactorius (Uchida & Mainen, 2003). Dieses wird
bei einer zweiten Prisentation derselben ,,olfaktorischen Signatur mdglicherweise erneut
aktiviert. Wird dieses spezifische neuronale Aktivierungsmuster wihrend der Akquisition der
olfaktorischen Informationen durch die Injektion definierter Substanzen gestort, so kann die
Information tiber die wiederzuerkennende ,,olfaktorische Signatur nicht gespeichert und folg-
lich wihrend des Abrufens nicht mit der erneut préisentierten ,,olfaktorischen Signatur vergli-
chen werden. Resultiert die Injektion der Substanzen wihrend des Samplings in einem
Ausbleiben der Reduktion der Untersuchungszeit gegeniiber J1 wihrend Choice, kann demzu-
folge davon ausgegangen werden, dass kein soziales Geddchtnis fiir diesen Artgenossen etab-
liert wurde und der NAMe an der Informationsweiterleitung zu Orten der
Gedéichtnisspeicherung beteiligt und/oder selbst ein Ort dieser ist.

Wird die ,oolfaktorische Signatur jedoch widhrend einer storungsfreien Akquisiti-
on/Konsolidierung auf neuronaler Ebene korrekt représentiert und gespeichert und werden die
Substanzen erst zur Inhibition der Mechanismen wihrend Choice eingesetzt, so konnte das
Ausbleiben des Diskriminierungsverhaltens mehrere Ursachen haben. Ist das Zielareal mali-
geblich an der Speicherung der Informationen beteiligt, so konnte die injizierte Substanz ei-
nerseits den Verlust des dort gespeicherten Gedéchtnisinhaltes bedingen. Da wéhrend Choice
dieselbe ,,olfaktorische Signatur des J1 zum Vergleich mit der gespeicherten Information
erneut prasentiert wird, konnte andererseits dieser Prozess des Abrufens gestort werden. Dies
setzt nicht voraus, dass das Gedéichtnis fiir das bekannte J1 nicht mehr existiert, sondern be-
deutet vielmehr, dass die erneut priasentierten Informationen nicht richtig weitergeleitet wer-
den und/oder die Mechanismen des Abrufens der gespeicherten Informationen gestort sind,
wodurch ein Abgleich beider Informationen nicht mehr moglich ist. Wird im NAMe also die
neuronale Aktivitit wahrend Choice inhibiert, so konnte dadurch ein Teil des fiir den Ver-
gleichszweck zu aktivierenden Musters ausfallen. Dies wiirde wiederum bedeuten, dass der
NAMe direkt an der Speicherung der Informationen beteiligt ist und seine Aktivierung dem

direkten Abrufen der Informationen entspricht. Alternativ konnte durch die Injektion auch nur
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der Informationsfluss durch den NAMe hindurch inhibiert werden. Er wére demzufolge pri-
mir an der Weiterleitung und/oder der Verteilung von Informationen in andere Hirnareale
beteiligt. Obwohl die Informationen {iiber die ,,0lfaktorische Signatur* also gespeichert sind,
wire im Falle einer Inhibition der Informationsweiterleitung ein Abrufen nicht méglich.

Diesen Schlussfolgerungen liegt die Annahme der optimalen Funktion und Anwendbar-
keit der gewdhlten Methode zugrunde: Die injizierten Substanzen bewirken eine vollstindige
und spezifische Inhibition, die ausschlieBlich auf das Zielareal begrenzt ist, und die Kontroll-
substanz hat weder einen Einfluss auf das Zielareal noch auf angrenzende Hirnareale. Tat-
sachlich waren diese Voraussetzungen in der vorliegenden Arbeit, wie auch prinzipiell bei
derartigen Studien, nicht gegeben.

Da Lidocain die Generierung des aggressiven Verhaltens/Sexualverhaltens unterdriickte,
kann nur von dieser Substanz angenommen werden, dass sie eine Inhibition der Neuronenak-
tivitit ausloste. Die Injektion von NaCl-Losung und Muscimol beeinflusste zwar sowohl das
Aggressions- und Sexualverhalten als auch die Diskriminierungsféhigkeit der Versuchstiere,
jedoch handelte es sich dabei eher um eine Stérung als um eine Inhibition. Anisomycin inhi-
bierte zwar nachweislich die Proteinbiosynthese im NAMe, jedoch konnten auch die anderen,
oben beschriebenen Wirkungen des Anisomycins eine Storung im Nervengewebe verursacht
haben, vergleichbar mit der durch NaCl-Lésung oder Muscimol. Moglich ist einerseits, dass
durch die Injektion dieser Substanzen tatséchlich wihrend des Lernens, der Konsolidierung,
des Abrufens des Gedéchtnisses stattfindende Vorgdnge im NAMe beeinflusst wurden und
dies zu einem Verlust der Diskriminierungsfahigkeit im Verhaltenstest fiihrte. Andererseits
kann ebenso nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Substanzen Aktionspotentiale im
nicht notwendigerweise an den Geddchtnisvorgdngen beteiligten NAMe induziert wurden,
die, weitergeleitet an andere Hirnareale, deren potentiell Gedichtnis-relevante Funktion oder
die Verhaltensleistung allgemein beeinflussen und damit storen konnten. Neben den Effekten
der Diffusion der Substanzen in andere Hirnareale, konnen aufgrund dieser methodischen
Einschriankungen keine endgiiltigen Aussagen iiber die Beteiligung des NAMe am sozialen
Wiedererkennungsgedéchtnis getroffen werden. Einzig die Ergebnisse nach der Injektion von
Lidocain lieBen Riickschliisse auf eine Beteiligung des inhibierten Hirnbereiches an den Ge-
dichtnisvorgingen zu.

Wurde Lidocain vor dem Sampling bzw. drei Stunden nach dem Sampling injiziert, so
wurden die storenden Effekte der NaCl-Losung offenbar kompensiert. Die Informationen der
,»olfaktorischen Signatur® konnten trotz der Inhibition der Informationsweiterleitung erfolg-

reich gelernt und das soziale Gedachtnis konsolidiert und abgerufen werden. In dem inhibier-
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ten Bereich des NAMe finden demnach wéhrend der Akquisition und der Konsolidierung
(zumindest drei Stunden nach dem Lernen) keine Gedéchtnis-relevanten Prozesse statt. Weder
scheint die Informationsweiterleitung durch diesen Hirnbereich zu anderen Hirnarealen zwin-
gend erforderlich, noch scheint die Aktivierung der Neuronen dieses Hirnbereiches ein Teil
der neuronalen Représentation der ,,olfaktorischen Signatur zu sein, die fiir die Ausbildung
des sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnisses notwendig ist. Dass Lidocain, direkt
vor Choice injiziert, die Fahigkeit der Versuchstiere zur sozialen Diskriminierung inhibieren
konnte, weist darauf hin, dass die Informationsweiterleitung im Bereich des NAMe wihrend
des Abrufens notwendig ist. Da der inhibierte Hirnbereich offenbar nicht an der neuronalen
Reprasentation und der Speicherung der ,,olfaktorischen Signatur* beteiligt ist, scheint die
Beteiligung, insbesondere des NAMe, wihrend des Abrufens in der Weiterleitung/Verteilung
der in anderen Hirnarealen gespeicherten Informationen zu liegen. Denkbar ist aber auch, dass
die Speicherung der Informationen im NAMe nicht notwendig ist, erfolgt sie dort jedoch
(wihrend eines storungsfreien Samplings), so werden die gespeicherten Informationen fiir das
Abrufen benétigt.

Da die Versuchstiere, nachdem ihnen Muscimol drei Stunden vor dem Sampling injiziert
wurde, wihrend Choice nicht zwischen J1 und J2 diskriminieren konnten, kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass durch diese Behandlung wéhrend der Akquisition keine korrekte neu-
ronale Représentation der ,,0lfaktorischen Signatur® des Artgenossen entstanden ist. Die Er-
gebnisse aus den Lidocain-Experimenten sprechen gegen eine Beteiligung der inhibierten
Neuronen (NAMe-Neuronen) an der Informationsweiterleitung wéhrend des Lernens und der
Gedichtniskonsolidierung. Die addquate Aktivierung von Neuronen anderer beeinflusster
Hirnareale wéhrend der Akquisition/Konsolidierung scheint daher eine Grundvoraussetzung
fiir die Informationsweiterleitung zu Orten der Gedéchtnisspeicherung und/oder aber ein di-
rekter Teil der neuronalen Représentation der ,,olfaktorischen Signatur® zu sein und damit der
Speicherung dieser zu dienen. Wurden die Informationen der ,olfaktorischen Signatur*
korrekt gelernt und konsolidiert, so konnte die Fihigkeit der Versuchstiere, J1 wiederzuer-
kennen, durch die Modulation der Informationsweiterleitung in den beeinflussten Hirnarealen
durch Muscimol wihrend Choice nicht mehr gestort werden. Interessant ist, dass im Gegen-
satz dazu die Ergebnisse aus den Lidocain-Injektionsexperimenten auf eine Beteiligung der
durch Lidocain beeinflussten Neuronen (NAMe-Neuronen) an den Prozessen des Abrufens
hinweisen. Moglicherweise wurde nach der Injektion von Muscimol vor Choice nur ein Teil
der an der neuronalen Musterrepriasentation der bekannten ,,olfaktorischen Signatur* beteilig-

ten Neuronen aktiviert bzw. nur ein Teil der bendtigten Informationen an weitere Hirnareale
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geleitet. Dieser war aber ausreichend, um das Jungtier wiederzuerkennen. Mit anderen Wor-
ten: Es wurden, trotz der Storung durch Muscimol, ausreichend Informationen geliefert, um
diese mit den gespeicherten Informationen iiber die ,,olfaktorische Signatur* des J1 abzuglei-
chen und damit eine Wiedererkennung zu ermdglichen. Der Einfluss des Muscimols auf die
Informationsweiterleitung war offenbar weniger storend als der Einfluss der NaCl-Losung
bzw. des Anisomycins.

Die Ergebnisse der sozialen Diskriminierungstests nach der Injektion von Anisomycin in
den NAMe lassen darauf schlieBen, dass durch Anisomycin Prozesse der Informationsverar-
beitung gestort wurden, die an der Bildung und dem Abrufen des sozialen Wiedererken-
nungsgedichtnisses beteiligt sind. Die Gedichtnis-inhibierende Wirkung des Anisomycins
konnte sowohl auf die Unterdriickung der Proteinbiosynthese (auch in anderen Hirnarealen:
4.2.6) als auch auf die genannten anderen Effekte zuriickzufiihren sein, wodurch die Art
seiner Beteiligung mit Hilfe der vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig zu kldren ist. Eine
Gemeinsamkeit zwischen den storenden Effekten des Anisomycins und des Muscimols auf
die Akquisition/Konsolidierung konnte jedoch darin bestehen, dass beide Substanzen einen
Einfluss auf das noradrenerge System haben. Das GABAerge System, dessen Effekte durch
Muscimol imitiert und verstiarkt werden, moduliert beispielsweise {iber noradrenerge Mecha-
nismen die Gedichtnisleistung in einem Test des Vermeidungslernens (Introini-Collison et
al., 1994). Der Einfluss von Anisomycin auf noradrenerge Mechanismen und den resultieren-
den Auswirkungen auf Lern- und Gedéachtnisvorgéinge wurde bereits diskutiert (4.2.3). Da die
systemische Applikation von Anisomycin wihrend Choice auch die Proteinbiosynthese im
NAMe inhibiert (Wanisch et al., 2008), das Wiedererkennungsgedédchtnis jedoch nicht mehr
blockiert (Richter et al., 2005), scheint die Inhibition der Proteinbiosynthese durch Anisomy-
cin nicht fiir die Stérung des Gedéchtnisabrufens verantwortlich zu sein. Daher ist davon aus-
zugehen, dass die Injektion von Anisomycin direkt in den NAMe eine Wirkung hat, die sich
von der nach systemischer Injektion unterscheidet. Naheliegend ist, dass auch das Abrufen
des Gedéachtnisinhaltes durch die anderen diskutierten Effekte des Anisomycins gestort wur-
de.

Die hier vorgestellten Ergebnisse liefern Hinweise dafiir, dass die Informationsweiterlei-
tung in dem durch Lidocain beeinflussten Bereich des NAMe fiir die Akquisition und die
Konsolidierung des sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnisses keine notwendige
Rolle spielt, eine Bedeutung der Proteinbiosynthese aber nicht ausgeschlossen werden kann.
Wihrend des Abrufens des zuvor ohne Storung gelernten Gedéchtnisinhaltes ist die addquate

Informationsweiterleitung im Bereich des NAMe offenbar essentiell.
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Beziiglich der Analyse des Aggressions- und Sexualverhaltens gegeniiber den Jungtieren
im Verhaltenstest soll hier zudem angemerkt werden, dass den neuronalen Verbindungen zwi-
schen NAMe, NIST und APM eine Bedeutung fiir das Sexualverhalten von mannlichen Mau-
sen zugeschrieben wird (Baum et al., 1994). Nach erfolgreicher Kopulation war die c-Fos-
Synthese in diesen Hirnarealen erh6ht und c-Fos-knock-out-Méause zeigten Defizite im Sexu-
alverhalten (Baum et al., 1994). Betrachtet man nun die erhdhte c-Fos-Synthese im NAMe
nach der Présentation eines Jungtieres und die Reduktion in der Dauer des Aggressions- und
Sexualverhaltens nach den fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Injektionen der ver-
schiedenen inhibitorisch wirkenden Substanzen in den NAMe, so weisen auch diese Ergeb-
nisse auf einen Zusammenhang zwischen der Aktivitit des NAMe und dem Aggressions- und
Sexualverhalten hin. Sowohl fiir das Sexualverhalten als auch fiir das Wiedererkennungsge-
déchtnis ist die Weiterleitung und Verarbeitung sozialer, olfaktorischer Informationen wichtig
und konnte die Aktivitdt von NAMe, NIST und APM nach sozialer Stimulation (Sexualpart-
ner, Jungtier) erkldren. Baum und Kollegen (1994) vermuteten, dass die Aktivitdt (c-Fos-
Synthese) in diesen Hirnarealen zur Aufrechterhaltung der sexuellen Erregung beitrdgt. Ver-
einbar damit kdnnte die Verarbeitung olfaktorischer Informationen in diesen Hirnarealen der
Motivation/der Aufrechterhaltung sozialen Interesses an einem Artgenossen im Allgemeinen

und somit auch im hier durchgefiihrten Verhaltenstest dienen.

4.2.6 Der Cortex piriformis und das hauptolfaktorische System

Anhand der Inhibition der c-Fos-Synthese im Pir (Abb. 16) konnte zumindest fiir Aniso-
mycin gezeigt werden, dass die verabreichten Substanzen iiber gro3ere Distanzen diffundier-
ten und Gewebe aullerhalb des NAMe erreichten. Obwohl wunklar ist, ob die
Substanzkonzentration im Pir fiir eine sich auf das Verhalten auswirkende, funktionelle Inhi-
bition ausreichend war und von einer stirkeren und spezifischeren Inhibition des NAMe
durch seine Ndhe zur Injektionskaniile ausgegangen werden muss, ist eine Beteiligung des
Pir, als Teil des HOS, am sozialen Wiedererkennungsgedéchtnis wahrscheinlich, wie die fol-
genden Hinweise aus der Literatur zeigen: Durch die ,,olfaktorische Signatur eines Artgenos-
sen wird, unter anderem auch im Pir, die Synthese des c-Fos-Proteins induziert (Ferguson et
al., 2001; Richter et al., 2005). Dies weist auf eine Beteiligung der Neuronen des Pir an der
Verarbeitung der ,,olfaktorischen Signatur* hin, da die IEG-Expression nicht nur ein reiner
Marker fiir neuronale Aktivitit, sondern vielmehr mit Prozessen des Lernens und der Ge-
déchtnisbildung assoziiert ist, die zu lang anhaltenden Verédnderungen neuronaler Funktionen

filhren (siehe: Brennan & Keverne, 1997). Zudem wurde am Goldhamster gezeigt, dass der
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entorhinale Kortex, aktiviert durch das HOS - entweder iiber direkte Afferenzen vom HOB
oder iiber einen indirekten Informationseingang vom Pir - an der individuellen sozialen Wie-
dererkennung und der NAMe vorwiegend an der Klassifizierung des Stimulusgeschlechtes
und der Motivation, diesen sexuellen Stimulus zu erreichen, beteiligt ist (Petrulis, 2009).

An méannlichen Goldhamstern wurde gezeigt, dass die Unterscheidung zwischen einem
neuen und einem bekannten Weibchen im Zusammenhang mit dem Coolidge-Effekt iiber die
Stimulusdetektion durch das Riechepithel und nicht durch das OVN vermittelt wird (Johnston
& Rasmussen, 1984). An Méusen konnte die durch artgleiche und artfremde Stimuli erhdhte
c-Fos-Expression im NAMe nach einer bilateralen Lésion des OVN nicht mehr beobachtet
werden (Pankevich et al., 2006; Samuelsen & Meredith, 2009b). Dennoch waren sowohl
diese Tiere als auch Méuse mit einer bilateralen Lasion des AOB in der Lage, zwischen den
volatilen Bestandteilen des Urins médnnlicher und weiblicher Artgenossen zu diskriminieren
(Pankevich et al., 2004; Keller et al., 2006; Pankevich et al., 2006; Jakupovic et al., 2008).
Die Autoren schlussfolgerten, dass diese Teile des AOS nicht fiir die Unterscheidung des Ge-
schlechtes und des endokrinen Status anhand der volatilen Bestandteile des Urins notwendig
sind. Andererseits werden Neuronen des AOB nach direktem Kontakt mit einem Stimulustier
selektiv durch das Geschlecht und den Stamm des Stimulustieres aktiviert (Luo et al., 2003).
Es wird vermutet, dass die Detektion der nicht-volatilen Komponenten des Urins iiber das
AOS der Motivation dient, die Ndhe von Artgenossen zu suchen und damit den direkten Kon-
takt zwischen den Individuen zu verlangern (Pankevich et al., 2004; Pankevich et al., 2006;
Baum & Kelliher, 2009). Uber die verstirkte Aufmerksamkeit wird anscheinend die Identifi-
kation des Geschlechtes und des reproduktiven Status des Artgenossen iiber das HOS erleich-
tert und gewihrleistet damit den reproduktiven Erfolg.

Die Voraussetzung fiir die Bildung eines Langzeitgedichtnisses fiir einen Artgenossen
konnte aber auch die Integration der von beiden Systemen verarbeiteten Informationen sein.
Der NAMe ist, durch die intra-amygdaloidale Verbindung mit dem NACo aber auch iiber die
direkte Innervation durch den HOB und den AOB, ein Hirnareal mit der Aufgabe der Integra-
tion von Signalen des HOS und des AOS (Brennan & Kendrick, 2006; Baum, 2009). Bekannt
ist, dass Mause die Fahigkeit besitzen, einen Artgenossen ausschlieBlich tliber die volatilen
Bestandteile der ,,olfaktorischen Signatur® wiederzuerkennen (Noack et al., 2010). Wie auch
durch die gesamte ,,olfaktorische Signatur®, wird durch die volatilen Bestandteile die c-Fos-
Synthese sowohl im HOB als auch im AOB (Noack et al., 2010) und, wie hier gezeigt, im
NAMe und im Pir (Abb. 23) induziert, was fiir eine Einbeziehung beider Systeme in das Wie-

dererkennungsgedachtnis sprechen konnte. Die Demonstration eines gravierenden Einflusses
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von Oxytocin im NAMe von Méusen wéhrend der Akquisition der olfaktorischen Informatio-
nen in einem Test liber das Kurzzeit-Wiedererkennungsgedichtnis fiir einen Artgenossen
(Ferguson et al., 2001) lieferte einen Hinweis fiir eine herausragende Rolle, die dieses Hirn-
areal flir das soziale Wiedererkennungsgedichtnis spielt. Die vorliegenden Resultate konnen
diese Annahme in Zusammenhang mit dem sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnis
jedoch nicht bekréftigen. Zumindest wihrend der Akquisition der olfaktorischen Informatio-
nen scheint, den Inhibitionsexperimenten mit Lidocain zufolge, die Aktivierung des NAMe
nicht essentiell fiir ein erfolgreiches Wiedererkennen zu sein. Hingegen zeigen die Ergebnis-
se, dass die Inhibition des NAMe (und der Neuronen angrenzender Hirnareale) die Generie-
rung von aggressivem Verhalten und/oder von Sexualverhalten verhindert. Zudem war die
generelle Untersuchungsdauer gegeniiber den Jungtieren wihrend dieser Inhibition vermin-
dert. Die Aktivierung des NAMe konnte, wie bereits erwihnt, ein neuronales Korrelat einer
emotionalen Reaktion auf den sozialen Stimulus und Bestandteil der neuronalen Steuerung
von Motivation, aggressivem Verhalten und/oder Sexualverhalten sein. Es ist also denkbar,
dass sich das Anisomycin und moglicherweise auch die im injizierten Hirnbereich pharmako-
logisch verdnderten, neurochemischen Mechanismen iiber einen Einfluss auf die Funktion des

Pir negativ auf das soziale Langzeit-Wiedererkennungsgedachtnis auswirkten.

4.2.7 Beteiligung anderer Hirnareale

Potentielle Mechanismen der Verarbeitung des sozialen Langzeitgedédchtnisses von Méu-
sen in anderen Hirnarealen sind noch nicht eindeutig geklirt, jedoch liegen Hinweise auf fol-
gende Kandidaten vor: Offenbar ist der Hippokampus an der Verarbeitung des sozialen
Wiedererkennungsgeddchtnisses beteiligt, da Mause mit einer bilateralen Hippokampuslédsion
nicht zur sozialen Kurzzeit-Wiedererkennung in der Lage waren (Kogan et al., 2000). Zwar
konnte im dorsalen Hippokampus nach der Présentation eines sozialen, olfaktorischen Stimu-
lus keine erhohte c-Fos-Synthese nachgewiesen werden (Ferguson et al., 2001; Richter et al.,
2005), jedoch war sie dort bei OTKO-Mausen, mdglicherweise als kompensatorischer Aus-
gleich fiir die Defizite im NAMe-System, signifikant erhoht. Letzteres trug jedoch nicht zu
einem verbesserten Wiedererkennungsvermogen dieser Tiere bei (Ferguson et al., 2001).
Offensichtlich kann weder der NAMe noch der Hippokampus den Ausfall des jeweils anderen
Hirnareals kompensieren. Offenbar besteht eine fiir das soziale Wiedererkennungsgedichtnis
relevante Verbindung zwischen dem NAMe, dem NSL und mdoglicherweise auch dem Hippo-
kampus, da das in den Neuronen des NAMe und des NIST synthetisierte Vasopressin im NSL

von Mausen unabdingbar fiir die soziale Wiedererkennung ist (Koolhaas et al., 1998; Bielsky
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et al., 2005). Ferner wurde gezeigt, dass Vasopressin und Oxytocin im Hippokampus von
Ratten eine Rolle fiir das soziale Kurzzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis spielen (van
Wimersma Greidanus & Maigret, 1996). Fiir die Erkldrung der fehlenden soziale Diskriminie-
rungsfahigkeit der Versuchstiere im Verhaltenstest der vorliegenden Arbeit konnte die Beein-
flussung/Stérung der Aktivitdt dieser Hirnareale durch die im injizierten Hirnbereich

pharmakologisch induzierten Aktionspotentiale von Bedeutung sein.

4.3 Zukinftige experimentelle Anséatze

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die Untersuchung der dem sozialen
Wiedererkennungsgedichtnis zugrunde liegenden, neurobiologischen Mechanismen auf intra-
und interzelluldrer Ebene, auf der Ebene lokaler neuronaler Netzwerke und auf {iberregionaler
Ebene der beteiligten Hirnstrukturen zu iiberraschenden und in neue Denkkonzepte miinden-
den Befunde fiihrt. Damit bestétigt sich nicht nur die Annahme, dass das Modell der sozialen
Diskriminierung einen privilegierten Zugang zu Prozessen des Wiedererkennungsgedachtnis-
ses ermoglicht, sondern auch, dass, ausgehend von den hier vorgestellten Ergebnissen, weitere
Studien folgen miissen. Ein Ausblick auf einige dafiir notwendige Experimente soll in diesem

Abschnitt gegeben werden.

4.3.1 Substanzwahl fur Injektionsexperimente

Aufgrund der Erfahrungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beziiglich der schwer
bestimmbaren Substanzdiffusion, Inhibitionsdauer und -effektivitit gewonnen wurden,
miissten in kiinftigen experimentellen Ansédtzen zunichst permanente Lésionen durchgefiihrt
werden. Diese konnten, im Zusammenhang mit dem Verhaltenstest auf die soziale Diskrimi-
nierungsfahigkeit, primér Aufschluss iiber die Beteiligung verschiedener Hirnareale an der
Verarbeitung und der Speicherung der sozialen, olfaktorischen Informationen geben. Dies ist
besonders interessant fiir die notwendige Dissoziation der Bedeutung einzelner Hirnareale des
HOS und des AOS, wie dem Pir und dem NAMe, und auch des Hippokampus fiir das soziale
Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnis.

Eine Beteiligung einzelner Hirnareale an verschiedenen zeitlichen Prozessen, also der
Akquisition, Konsolidierung und/oder dem Abrufen des Gedédchtnisses und die Art ihrer
Beteiligung, kann jedoch nur mit temporéren, lokalen Inhibitionen gekldrt werden. Fiir diese
gilt es, den inhibierten Hirnbereich durch die genaue Analyse der Diffusion zu charakterisie-

ren und durch moéglicherweise notwendige Korrekturen der Substanzkonzentrationen und
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Injektionsvolumina einzugrenzen. Dariiber hinaus miissten zusétzliche Substanzen appliziert
werden. Da bereits die NaCl-Losung einen storenden Effekt auf die zelluldren Vorginge
hatte, welcher sich in der Konsequenz negativ auf das Verhalten auswirkte, sollte zukiinftig
eine Kontrollsubstanz gewéhlt werden, die keine solchen Effekte bedingt. Auch die bilaterale
Injektion von Ringer-Losung in den Hippokampus von Médusen hatte einen dhnlich stérenden
Finfluss auf das soziale Wiedererkennungsgedachtnis (Monique Radscheidt, Otto-von-
Guericke-Universitit, Magdeburg; unverdftentlicht), weshalb auch diese als Kontrollsubstanz
ungeeignet ist. Dem extrazelluliren Ionenmilieu im Gehirn am &hnlichsten ist kiinstliche
zerebrospinale Fliissigkeit, welche keinen so gravierenden Effekt auf das lonenmilieu erwar-
ten ldsst und sich moglicherweise als geeignet erweist.

Der zukiinftige Einsatz von Proteinbiosynthese-Inhibitoren sollte immer mit der Frage
verkniipft sein, ob diese die besten experimentellen Mittel zur Untersuchung der temporalen
und lokalen Bedeutung der Proteinbiosynthese fiir das Lernen und die Gedéchtnisbildung sind
(Bekinschtein et al., 2007; Routtenberg, 2008). Um mit Hilfe der Injektion von Proteinbiosyn-
these-Inhibitoren, trotz ihrer diffusen Wirkungen, Aussagen iiber Proteinbiosynthese-
abhingige Vorginge treffen zu konnen, sollte in Zukunft eine Auswahl verschiedener Inhibi-
toren injiziert werden. Zwar haben sie alle vielfiltige Nebenwirkungen, jedoch besteht ihre
Gemeinsamkeit in der Inhibition der Proteinbiosynthese, wodurch gemeinsame Effekte der
Substanzen auf diese bezogen werden konnten (Davis & Squire, 1984). Natiirlich miisste es
das Ziel sein, die genauen intra- und extrazelluldren Angriffspunkte der Substanzen zu cha-
rakterisieren, um nach ihrem Einsatz auf die Beteiligung verschiedener Systeme an den unter-
suchten neurobiologischen Vorgéngen schlieen zu konnen. Dariiber hinaus bleibt zu kléren,
ob das vor Choice injizierte Anisomycin das Abrufen des sozialen Wiedererkennungsge-
déchtnisses inhibierte oder ob es einen Verlust des Gedédchtnisses fiir das bekannte Jungtier
ausloste. Denkbar wire diesbeziiglich eine dritte vierminiitige Exposition entsprechend
Choice neun Stunden nach der Injektion von Anisomycin, wihrend der dem Versuchstier das
bekannte J1 mit einem dritten, unbekannten Jungtier priasentiert wird.

Eine elegante Moglichkeit der rdumlich und zeitlich regulierbaren Inhibition der neurona-
len Funktion des NAMe konnte die Nutzung konditionaler Knock-out-Méuse im Verhaltens-
test sein, bei denen unter einem regionsspezifischen Promotor (Zirlinger et al., 2001)
beispielsweise die Synthese eines lernrelevanten Molekiils wie CREB oder von Rezeptoren
exzitatorischer Neurotransmitter unterdriickt wird. Auch der lokale Einsatz von siRNA gegen
die mRNA solcher Molekiile wire denkbar, birgt aber wiederum eine moglicherweise schwer

kontrollierbare Diffusion in sich. Spezifische gentechnische bzw. molekularbiologische
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Manipulationen innerhalb verschiedener Neurotransmitter-/Neuromodulatorsysteme konnten
dariiber hinaus Aufschluss iiber die Relevanz verschiedener Neuronentypen in bestimmten
Hirnarealen fiir das soziale Wiedererkennungsgedéchtnis geben. Naheliegend wére hier die
weitere Untersuchung der Bedeutung des oxytocinergen Systems, vor allem im NAMe, fiir

das soziale Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis von Méusen.

4.3.2 Verhaltensstudien

Mit einem zusétzlichen Test iiber die Fahigkeit der Versuchstiere, verschiedene volatile
Duftstoffe bzw. nicht-soziale Objekte zu diskriminieren, sollte zudem geklirt werden, ob die
Substanzinjektionen einen Einfluss auf die Wahrnehmung und Verarbeitung nicht-sozialer,
olfaktorischer Stimuli bzw. auf die generelle Entscheidung zwischen bekanntem und unbe-
kanntem Stimulus hat. Zu erwarten ist, dass die Inhibition des NAMe zumindest auf die
Wahrnehmung nicht-sozialer Duftstoffe keinen Einfluss hat, da die c-Fos-Synthese nach der
Prisentation von Carvon im NAMe nicht erhéht war (Richter et al., 2005). Derartige Versu-
che wiirden jedoch Aufschluss dariiber geben, ob das inhibierte Hirnareal tatsdchlich aus-
schlieBlich an der Verarbeitung der ,,olfaktorischen Signatur eines Artgenossen oder an der
Gedédchtnisbildung fiir einen Stimulus, unabhingig von dessen Natur, beteiligt ist.

Aullerdem miissten weitere Studien ndher untersuchen, worauf die anhand der c-Fos-
Synthese nachgewiesene, neuronale Aktivitit des NAMe nach einer Jungtierexposition zu-
riickzufithren und wofiir sie verantwortlich ist. Wie bereits postuliert, konnte die erhdhte
c-Fos-Synthese im NAMe Bestandteil der emotionalen Reaktion (Stress, Aggression, Furcht)
auf den sozialen Stimulus sein und keine Relevanz fiir die Gedéchtnisbildung haben. Denn
obwohl die Inhibition der Proteinbiosynthese im NAMe und im Pir nicht zu einer signifikan-
ten Reduktion des Aggressions- und Sexualverhaltens fiihrte, so waren diese Verhaltenswei-
sen doch nach der Injektion von Lidocain fast vollstindig inhibiert, wohingegen die
Akquisition und die Konsolidierung des Wiedererkennungsgedéchtnisses unbeeinflusst blie-
ben. In anderen Studien wurde gezeigt, dass der NAMe in stressabhéngige Aggressionsreakti-
onen involviert ist (Pawlak et al., 2003; Gammie & Stevenson, 2006) und eine Rolle bei der
Verarbeitung von Stress und Angst spielt (Amico et al., 2004; Davern & Head, 2011). Bei-
spielsweise ist die c-Fos-Synthese im NAMe nach Shaker-Stress (Mantella et al., 2004) oder
Restraint-Stress (Nomura et al., 2003) verdndert, und auch hier scheint das oxytocinerge Sys-
tem regulierend involviert zu sein. Die Vasopressin (V1b)-Rezeptoren und Oxytocin-
Rezeptoren im NAMe sind zudem von Bedeutung wihrend der Verarbeitung von chroni-

schem Stress (Litvin et al., 2011). Dariiber hinaus zeigten weibliche Méuse, denen
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Antisense-Oligonukleotide gegen die Oxytocin-Rezeptor-mRNA in den NAMe injiziert wur-
de, neben der Unfdhigkeit zur sozialen Wiedererkennung ein verstéirktes Streckverhalten ge-
geniiber einem Stimulustier, welches als Risikobewertung interpretiert wurde und einen
Hinweis auf verstirkte Angst dieser Miduse gegeniiber dem sozialen Stimulus lieferte
(Choleris et al., 2007). Die Verbindung zwischen dem NAMe und dem Hypothalamus scheint
aullerdem wichtig fiir Reproduktions- und Verteidigungs-Verhaltensweisen zu sein (Canteras,
2002; Choi et al., 2005). Tests zur Untersuchung von Furchtreaktionen bzw. Aggressionen
gegeniiber Eindringlingen nach einer Manipulation der NAMe-Funktion konnten weiteren
Aufschluss iiber die Aufgabe des NAMe bei der Verarbeitung dieser Verhaltensweisen geben.

Um die hier prisentierten Ergebnisse zu vervollstindigen und herauszufinden, ob und
wann die neuronale Aktivitdt des NAMe und des Pir eine notwendige Voraussetzung fiir das
soziale Langzeit-Wiedererkennungsgedichtnis ist, bediirfe es, auch im Zusammenhang mit
dem Test im VFC, Inhibitionsexperimenten mit guter lokaler Eingrenzung der entsprechenden
Hirnareale. Aufschluss liber Mechanismen der Langzeitspeicherung eines sozialen Wiederer-
kennungsgedichtnisses wiirde weiterhin der Vergleich zu den Mechanismen bei Ratten geben,
da diese im Verhaltenstest nur ein Kurzzeitgedichtnis fiir Artgenossen generieren und das
HOS fiir die diesbeziigliche Informationsverarbeitung keine Rolle zu spielen scheint (Noack
et al., 2010). Besonders interessant erscheint diesbeziiglich auch die Untersuchung des Ein-
flusses einer bilateralen OVN-Lision auf die Aktivitéit verschiedener Hirnareale des HOS und
des AOS und im Verhaltenstest auf das soziale Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnis.

Fiir die weitere Untersuchung von moglichen Unterschieden in der Bedeutung der Funk-
tion des NAMe (und anderer Hirnareale) fiir das Kurzzeit- bzw. fiir das Langzeit-
Wiedererkennungsgedéchtnis konnten lokale Inhibitionen dieser Hirnareale zu verschiedenen
Zeitpunkten wihrend des Verhaltenstests mit kurzem EI eingesetzt und mit den Ergebnissen

der vorliegenden Arbeit verglichen werden.
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Die Fahigkeit, Artgenossen individuell wiederzuerkennen, ist eine Grundvoraussetzung
fiir das Zustandekommen komplexer sozialer Verhaltensweisen in Tierpopulationen. Bei
Nagern beruht diese soziale Wiedererkennung auf der Aufnahme und Verarbeitung,
einschlieBlich Speicherung und Abrufen von olfaktorischen Informationen iiber den
individuellen Korpergeruch, der ,,olfaktorischen Signatur®. Unter Laborbedingungen wird das
unkonditionierte, soziale Wiedererkennungsgedichtnis mit dem Verhaltenstest auf die soziale
Diskriminierung untersucht. Wihrend einer ersten Exposition (Sampling) werden die
Informationen iiber die ,,0lfaktorische Signatur® aufgenommen und gelernt. 24 Stunden
spater, wihrend einer zweiten Exposition (Choice), wird das soziale Langzeit-
Wiedererkennungsgedéchtnis flir Artgenossen getestet, zu dem Maiuse verschiedener Labor-
stimme in der Lage sind. Wie mehrere Studien belegen, scheinen in die Verarbeitung der
»olfaktorischen Signatur® distinkte Hirnareale des olfaktorischen und des akzessorischen
olfaktorischen Systems involviert zu sein — insbesondere aber der Nucleus amygdalae
medialis (NAMe). Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, anhand von bilateralen Injektionen
der Substanzen Lidocain, Muscimol und Anisomycin in den NAMe zu verschiedenen Zeit-
punkten wihrend des Verhaltenstest zu untersuchen, wie (Informationsweiterleitung,
Informationsspeicherung) und wann (Akquisition, Konsolidierung, Abrufen) der NAMe an
den Prozessen des sozialen Langzeit-Wiedererkennungsgedéchtnisses beteiligt ist.

Im Rahmen der Dissertation durchgefiihrte Vorversuche schufen wichtige Voraus-
setzungen fiir die anschlieBend durchgefiihrten Hauptversuche. Sie ergaben, dass sowohl
méinnliche als auch weibliche Jungtiere als olfaktorische Stimuli im Verhaltenstest geeignet
sind. Weiterhin wurde ermittelt, dass sich die Versuchstiere sieben Tage nach der
Implantation von Fiihrungskaniilen von der OP erholt hatten und im Verhaltenstest einsetzbar
waren. Zudem hatten die Platzierung der Fiihrungskaniilen und die Injektionsprozedur keine
Auswirkungen auf das Wiedererkennungsgeddchtnis der Versuchstiere. Schlielich wurde
nachgewiesen, dass die injizierten Substanzen die Zellen des NAMe erreichten.

Eine immunhistochemische Analyse zeigte eine erhohte c-Fos-Synthese sowohl im
NAMe als auch im Cortex piriformis (Pir) nach der Prisentation der volatilen Fraktion der
»olfaktorischen Signatur®. Dies wies auf eine Beteiligung dieser beiden Hirnareale wihrend
der Verarbeitung olfaktorischer Stimuli hin. Es kann aber nicht sicher ausgeschlossen werden,
dass die c-Fos-Synthese ein neuronales Korrelat fiir die emotionale Reaktion auf den sozialen

Stimulus war und keine Relevanz fiir das Langzeit-Wiedererkennungsgedachtnis hat.
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Bereits die intraamygdaloidale Injektion von NaCl-Losung, die als Kontrollsubstanz
dienen sollte, hatte unter bestimmten Bedingungen einen negativen Effekt auf die
Diskriminierungsfdhigkeit der Versuchstiere im Verhaltenstest. Scheinbar verdnderte die
NaCl-Losung das extrazelluldre lonenmilieu, wodurch die addquate Informationsweiterleitung
gestort wurde. Muscimol blockierte die Diskriminierungsfahigkeit nur dann, wenn es drei
Stunden vor dem Sampling injiziert wurde. Es modulierte offenbar die Informations-
tibertragung, die verbleibende neuronale Aktivitit nach der Injektion drei Stunden vor Choice
schien aber ausreichend, um das Gedéchtnis abzurufen. Anisomycin storte die
Diskriminierungsfdhigkeit in beiden Fillen: nach der Injektion drei Stunden vor dem
Sampling oder vor Choice. Eine Bedeutung der Proteinbiosynthese im beeinflussten
Hirnbereich konnte nicht eindeutig ausgeschlossen werden, vor allem da die Injektion von
Anisomycin in den NAMe auch die Proteinbiosynthese im Pir blockierte. Wahrscheinlich ist,
dass Anisomycin lokale neurochemische Mechanismen pharmakologisch verindert. Ahnlich
wie die durch die Storung des extrazelluliren Ionenmilieus durch NaCl-Lésung bzw. durch
die pharmakologischen Effekte (unabhidngig von der Wirkung der NaCl-Losung) des
Muscimols erzeugte Anderung der lokalen Informationsweiterleitung, hatte Anisomycin iiber
diese Mechanismen mdglicherweise einen storenden Einfluss auf andere Hirnareale und deren
potentiell Gedichtnis-relevante Funktion. Aufgrund von Uberlegungen und experimentellen
Hinweisen beziiglich der genannten methodischen Einschrinkungen erschienen die
Ergebnisse nach den Injektionen von Lidocain am aussagekréftigsten: Lidocain storte die
Diskriminierungsfahigkeit nur dann, wenn es direkt vor Choice injiziert wurde. Der durch
Lidocain beeinflusste Bereich des NAMe scheint demnach nicht wihrend der Akquisition und
Konsolidierung, jedoch wéhrend des Abrufens der Gedéchtnisinhalte an der Informations-

weiterleitung essentiell beteiligt zu sein.
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6 ENGLISCHE ZUSAMMENFASSUNG - ABSTRACT

Individual recognition of conspecifics is a prerequisite for complex behaviours in socially
living animals. Rodents use “olfactory signatures” to recognize each other individually. Under
laboratory conditions, non-conditioned social recognition memory is investigated with the
social discrimination test. This task consists of two sessions. During the first session
(sampling), the experimental subject is allowed to acquire the “olfactory signature”. 24 hours
later, long-term social recognition memory is tested in a second session (choice). Mice of
different laboratory strains are able to form a long-term recognition memory for conspecifics.
As described in a number of studies, processing of “olfactory signatures” seems to involve
several brain areas linked to both the main and the accessory olfactory system — but in
particular the Nucleus amygdalae medialis (NAMe). The present study was designed to
investigate how (propagation and/or processing of signals/information) and when (during
acquisition, consolidation, recall) the NAMe is involved in social recognition memory. This
was intended to be achieved by bilateral injections of lidocaine, muscimol and anisomycin
into the NAMe at different defined points in time during the social discrimination test.

An initial series of tests proved that important preconditions are given. At first, both male
and female juveniles are similarly suitable as stimulus conspecifics. Furthermore,
experimental subjects fully recovered from the surgery for the implantation of guide
cannulaes at postoperative day seven and thus could be used for behavioural testing.
Additionally, neither the placement of the guide cannulaes nor the injection procedure
influenced the recognition memory of the experimental subjects. Finally, the substances
injected during the main experiments reached the cells of the NAMe.

Moreover, an immunohistochemical analysis revealed an increase of c-Fos synthesis in
both the NAMe and the Cortex piriformis (Pir) after the presentation of the volatile fraction of
the “olfactory signature” indicating a role of both brain areas for the processing of olfactory
stimuli. This does not rule out the possibility that the c-Fos synthesis is a neuronal correlate
for an emotional response upon the social stimulus having no relevance for long-term
recognition memory.

Already the injection of the control substance NaCl-solution into the NAMe under
defined conditions impaired long-term recognition memory. NaCl-solution might have
influenced the extracellular ion composition and thus disturbed the adequate propagation of
information. The injection of muscimol three hours before sampling impaired long-term

recognition memory. Muscimol might have had a modulatory effect upon the propagation of
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information, however, the remaining neuronal activity seemed to be sufficient for memory
recall after the injection three hours before choice. Anisomycin injection into the NAMe both
three hours before sampling or three hours before choice impaired long-term recognition
memory. One can not exclude the relevance of protein synthesis in the affected brain area,
especially as the injection of anisomycin into the NAMe also inhibited the protein synthesis in
the Pir. Nevertheless, it is more likely that anisomycin pharmacologically influenced local
neurochemical mechanisms. Thus, anisomycin, similar to NaCl-solution and muscimol
respectively, generated changes in the local propagation of information thereby probably
affecting the function of other brain areas relevant for recognition memory. Due to
experimental results and theoretical considerations indicating experimental limitations, the
data obtained with injections of lidocaine seemed to be the most reliable: Long-term
recognition memory was impaired only when lidocaine was injected directly before choice.
Thus, the affected area, in particular the NAMe, is seemingly not involved in the propagation
of signals during the acquisition or consolidation of olfactory information important for
recognition memory, but likely to act as an essential relay station for information during recall

of long-term social recognition memory.
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8 ANHANG

8.1 Materialien

8.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller/Bezugsquelle

2-Methylbutan
Anisomycin

Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex (Kit)

biotinylierte Sekundarantikorper

(goat anti rabbit IgG,

Verdiinnung: 1:2000)
DAB (3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)
DePeX
di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Domitor®

Einbettmedium

Ethanol (96 %)

Ethanol (100 %)

Gelatine

H,0, (30 %)

Heparin-Natrium (25000 IE/5 ml)
Histoacryl

Immumount

Isofluran

Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumchlorid (KCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
U.S.A.

Vector Laboratories, Inc., Burlingame,

US.A.

Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Pfizer Pharmacia, Berlin

Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch

Otto Fischer GmbH & Co. KG,
Saarbriicken

Zentralapotheke, Uniklinik Magdeburg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Ratiopharm GmbH, Ulm

Aesculap AG, Tuttlingen

Thermo Electron GmbH, Dreieich
Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Chemikalien Hersteller/Bezugsquelle
Ketavet® (100 mg/ml) Pfizer Pharmacia, Berlin
Kresylviolett Merck KGaA, Darmstadt

Lidocain (Xylocitin®-loc 2 %)

Metacam® (Meloxicam, 5 mg/ml)

Methanol
Muscimol
Muscimol BODIPY TMR-X
NaCl-Losung (0,9 %)
Natriumazid
Natrium-Borhydrid
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy)
Natronlauge (NaOHag))
Paraformaldehyd (PFA)
primdrer Antikdrper
(rabbit polyclonal 1gG c-Fos sc-52,
Verdiinnung: 1:5000)
Rinderserumalbumin (RSA)

Rompun®

Salzsdure (HCl(aq))

Sucrose (Saccharose)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Triton-X-100

Xylol

Ziegennormalserum (ZNS)

Mibe Vertriebsgesellschaft mbH, Jena
Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim/Rhein

VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Eugene, U.S.A.

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,

Santa Cruz, U.S.A.

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Ferak Berlin GmbH, Berlin

VWR International GmbH, Darmstadt
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
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8.1.2 Verbrauchsmaterialien, Gerate, Zubehor

Verbrauchsmaterialien, Gerate, Zubehor

Hersteller/Bezugsquelle

24-Well-Platte
Augengel (Vidisic)

Augenstibchen (Pro-Ophta®)

Axio Imager.M1
Deckgliser
Edding (30, geruchsneutral)

Einstreu

Futter

Fiihrungskaniile (0,55 x 0,08 x 9,00 mm)
Injektionskaniile (0,36 x 0,08 x 20,00 mm)
Insektennadeln (Stirke 0)

Isofluranverdampfer (Isotec 4)

Kaniile (23 G)

Kaltlichtquelle

Korkplattchen

Kryostat (Leica CM3050 S)

Kunststoffschlauch (Tygon® R3607,
Innendurchmesser: 0,19 mm
Wandstirke: 0,91 mm)

Mikroinjektionspumpe

Narkosegerdt (MLW Medimorph System)
Objekttrager
Priparationsbesteck

Schrauben (DIN 84, 1,0 x 2,0 mm)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Dr. Mann Pharma und Bausch & Lomb
GmbH, Berlin

Lohmann & Rauscher International
GmbH & Co. KG, Rengsdorf

Zeiss, Jena

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Edding International GmbH, Ahrensburg
J. Rettenmayer & S6hne GmbH & Co.
KG, Rosenberg

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest
Injecta GmbH, Klingenthal

Injecta GmbH, Klingenthal

Ento Sphinx s.r.o., Pardubitz,
Tschechische Republik

Datex Ohmeda GmbH, Duisburg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
A. Kriiss Optronic GmbH, Hamburg
VWR International GmbH, Darmstadt
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
VWR International GmbH, Darmstadt

CMA Microdialysis AB, Stockholm,
Schweden

VEB MLW, Leipzig

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Fine Science Tools, Heidelberg

Paul Korth GmbH & Co. KG,
Liidenscheidt
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Verbrauchsmaterialien, Gerate, Zubehor

Hersteller/Bezugsquelle

Schiittler

Skalpellklingen (Feather No. 11)
Spritzen

Spritzen (Hamilton)

stereotaktischer Apparat
Stieltupfer (Raucotupf)

SuperFrost® Plus-Objekttriger

Typ Il Kifig (Makrolon®, 22 x 16 x 14 cm)
Typ III Kifig (Makrolon®, 37 x 21 x 15 cm)
Ultraschallgerit

VFC
Vortex
Wasserbad
Zahnbohrer

Zahnzement (lichthirtend, Dual®Cement

Base & Catalyst)

8.1.3 Computerprogramme

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Pfm Medical AG, Koln

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Schweiz

TSE Systems GmbH, Bad Homburg
Lohmann & Rauscher International
GmbH & Co. KG, Rengsdorf

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
E. Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel
E. Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel
Bandelin Electronic GmbH & Co. KG,
Berlin

Eigenbau durch Prof. Dr. M. Engelmann,
Magdeburg

Scientific Industries, Inc., Bohemia,
U.S.A:

Windaus Labortechnik,
Clausthal-Zellerfeld

VEB MLW Dentalfabrik, Treffurt
Ivoclar Vivadent AG, Schaan,

Liechtenstein

Computerprogramm

Hersteller/Bezugsquelle

AxioVision (Release 4.8)
EVENTLOG
(Event Recorder, Version 1.0, 1986)

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen
Design: Robert Hendersen
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Computerprogramm

Hersteller/Bezugsquelle

GB-STAT (Version 6.0, 1997)

GraphPad Prism (Version 4)
WinRat (Version 2.30, 1995)

8.1.4 Puffer, LOsungen

Dynamic Microsystems, Inc., Silver Spring,
U.S.A.

GraphPad Software, Inc., San Diego, U.S.A.
Copyright © by Dr.-Ing. H. Barthelmes, Max-

Planck-Institut fiir Psychiatrie, Miinchen

Puffer, Losungen

Zusammensetzung

Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Ldsung

(in PBS)

Formaldehydldsung

gelatinierte Objekttrager

Isofluran-Inhalationsnarkose

Kresylviolett

0,1 % Kit-Komponente A
0,1 % Kit-Komponente B
0,2 % RSA

mindestens 30 Minuten rihren

4 % PFA in 0,1 M NaPi-Puffer, pH 7,4

0,5 g Gelatine

100 ml Aqua dest.

unter Rithren erwédrmen
Objekttrager kurz eintauchen

anschlieBend trocknen lassen

2 % Isofluran

100 % Sauerstoff

5 g Kresylviolett
100 ml Aqua dest.
filtrieren und nach gewiinschter

Farbintensitéit verdiinnen
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Puffer, Losungen

Zusammensetzung

Losung fiir eine tiefe Narkose (OP)

Metacam®-Losung (0,5 mg/kg Korpergewicht)

Methanol-H,0,-Lsung

NaCl-Heparin-Losung

NaCl-Losung (0,9 % in Aqua dest.)

NaPi-Puffer (0,1 M in Aqua dest.)

PBS (nach Veh, in Aqua dest., pH 6,7)

RSA-Losung (in PBS)

Sucroselosung

2 ml Ketavet®

0,5 ml Rompun®

7,5 ml NaCl-Losung

0,05 ml Metacam® (0,25 mg Meloxicam)
4 ml NaCl-Losung

1:1 Methanol:PBS
1 % H,0, (30 %)

1 ml Heparin-Natrium

500 ml NaCl-Losung

9 g NaCl/l

Losung I:

0,1 M Na,HPO4

pH 7,4 einstellen mit:
Losung I1:

0,1 M NaH,PO4

140 mM NacCl

3 mM KCl

10 mM NaH;,PO4
5 mM NaOH

0,2 % RSA
0,1 % Triton-X-100

0,1 % Natriumazid

1 M in 0,1 M NaPi-Puffer
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Puffer, Losungen Zusammensetzung
TRIS-Puffer (0,5 M, pH 7,6) 30,25 g TRIS

500 ml Aqua dest.
ZNS-Losung (in PBS) 10 % Ziegennormalserum

0,3 % Triton-X-100
0,1 % Natriumazid

8.2 Statistik

8.2.1 Injektion von Lidocain versus NaCl-Losung

8.2.1.1 Randomisierte Block-ANOVA

Injektionszeitpunkt  Faktor Freiheitsgrade F-Wert p-Wert Signifikanz

Behandlung 1, 14 0,2814  0,6041 nein
Direkt vor dem Jungtier 1,14 5,4208  0,0354 ja
Sampling

Behandlung x - - 4 5069 00284 ja

Jungtier

Behandlung 1,13 0,0271  0,8718 nein
3 h nach dem Jungtier 1,13 8,665 0,0114 ja
Sampling

Behandlung x -, - 5 34458 0,062 nein

Jungtier

Behandlung 1, 16 2,3603 0,144 nein
Direkt vor Choice Jungtier 1,16 2,9608 0,1046 nein

Behandlung x, *, ¢ 0,1894  0,6692 nein

Jungtier
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8.2.1.2 Einfaktorielle ANOVA fur wiederholte Messungen

Injektionszeitpunkt  Freiheitsgrade = F-Wert p-Wert Signifikanz
Direkt vor dem 3,42 3,5293 0,0228 ja

Sampling

3 hinach dem 3,39 2,9759 0,0432 ja

Sampling

Direkt vor Choice 3,48 1,8179 0,1565 nein

8.2.2 Injektion von Muscimol versus NaCl-Lésung

8.2.2.1 Randomisierte Block-ANOVA

Injektionszeitpunkt  Faktor Freiheitsgrade F-Wert p-Wert Signifikanz
Behandlung 1, 18 0,2223 0,643 nein

3 h vor dem Sampling Jungtier 1, 18 6,8487  0,0175 ja
Behandlung x -, * o 0,1438  0,7089 nein
Jungtier
Behandlung 1, 14 4,0906  0,0627 nein

3 h vor Choice Jungtier 1, 14 23,9707 0,0002 ja
Behandlung x - 4 0,5055 04888 nein
Jungtier

8.2.2.2 Einfaktorielle ANOVA fur wiederholte Messungen

Injektionszeitpunkt  Freiheitsgrade  F-Wert p-Wert Signifikanz
3 h vor dem Sampling 3, 54 1,7081 0,1762 nein
3 h vor Choice 3,42 8,1905 0,0002 ja
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8.2.3 Injektion von Anisomycin versus NaCl-Losung

8.2.3.1 Randomisierte Block-ANOVA

Injektionszeitpunkt  Faktor Freiheitsgrade F-Wert p-Wert Signifikanz
Behandlung 1,17 1,2849  0,2727 nein

3 h vor dem Sampling Jungtier 1,17 3,7575  0,0694 nein
Behandlung x -, - 5 16,2414  0,0009 ja
Jungtier
Behandlung 1, 16 18,437  0,0006 ja

3 h vor Choice Jungtier 1,16 2,5492  0,1299 nein
Behandlung x -, ¢ 2,59743  0,1266 nein
Jungtier

8.2.3.2 Einfaktorielle ANOVA fur wiederholte Messungen

Injektionszeitpunkt  Freiheitsgrade = F-Wert p-Wert Signifikanz
3 h vor dem Sampling 3, 51 8,315 0,0001 ja
3 h vor Choice 3,48 9,7271 <0,0001 ja
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